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Introdução: É amplamente reconhecido que níveis ambientais de poluição do ar 
promovem efeitos adversos à saúde de crianças e adultos, com ampla diversidade 
de efeitos. Objetivos: O objetivo deste trabalho foi investigar efeitos da exposição 
à poluição atmosférica urbana em diferentes fases do desenvolvimento, em 
camundongos adultos, analisando-se parâmetros biométricos, comportamentais, 
bioquímicos e neuroquímicos. Métodos: Nesse estudo foram utilizados 
camundongos Swiss machos, mantidos em Câmaras Especiais da Faculdade de 
Medicina da USP e a exposição aos poluentes foi realizada bombeando-se 
diretamente o ar atmosférico para o interior dessas câmaras, em tempo integral, 
desde o período da prenhez. Usaram-se como controles animais em câmaras 
semelhantes, porém, com dispositivos de filtragem do ar. Formaram-se assim, 
grupos expostos aos poluentes aéreos no período gestacional, no período de 
aleitamento e no período adulto, porém todos os parâmetros analisados foram 
avaliados quando os animais completaram 3 meses de idade, ou seja, 
observaram-se efeitos a longo prazo de exposições em diferentes fases do 
desenvolvimento. Ao nascimento, avaliou-se a massa corporal e no animal adulto, 
avaliaram-se parâmetros de ansiedade, atividade locomotora e memória, atividade 
de enzimas antioxidantes e níveis de glutationa total eritrocitárias, concentração de 
homocisteína e cisteína plsmáticas, e densidade de neuroreceptores de dopamina. 
O modelo estatístico adotado foi o teste t de Student quando a análise envolvia 
dois grupos independentes ou o modelo linear generalizado na análise dos seis 
grupos experimentais. Resultados: A massa corporal ao nascimento mostrou-se 
diminuída no grupo exposto à poluição no período gestacional e esse grupo 
continuou apresentando menor massa mesmo na idade adulta. A exposição à 
 xxviii
poluição nesse mesmo período do desenvolvimento também foi crucial para a 
diminuição da atividade de enzimas antioxidantes eritrocitárias e diminuição do 
neuroreceptor D1 de dopamina na substância negra e aumento do transportador 
de dopamina no caudado putâmen. A exposição no período de aleitamento 
mostrou-se importante para se determinar alterações na densidade do 
neuroreceptor D2 de dopamina na substância negra, e do transportador de 
dopamina no caudado putâmen, núcleo accumbens e tubérculo olfatório. 
Adicionalmente, esse período influenciou no aumento da massa corporal até o 
segundo mês de idade. A exposição no período adulto influenciou os parâmetros 
comportamentais relacionados à ansiedade e atividade locomotora, assim como, 
parâmetros bioquímicos relacionados à concentração de Hcy e Cys plasmáticas e 
densidade do transportador de dopamina no caudado putâmen e tubérculo 
olfatório. Por fim, a exposição em tempo integral à poluição, desde a gestação até 
a idade adulta, influenciou parâmetros relacionados ao ciclo sono-vigília desses 
animais. Conclusão: A exposição à poluição atmosférica de São Paulo, em 
diversas fases do desenvolvimento, foi capaz de produzir alterações duradouras 
em diversos parâmetros analisados, como parâmetros comportamentais ou 
bioquímicos. Ao se considerar o conjunto de dados obtidos, conclui-se que a 
exposição aos poluentes aéreos pode ocasionar efeitos nocivos no organismo 
neonatal e adulto, e é de extrema importância o aprofundamento nos mecanismos 
envolvidos nas alterações observadas nesse projeto visando o entendimento de 






























“Sim, escrevo versos, e a pedra não escreve versos. 
Sim, faço idéias sobre o mundo, e a planta nenhumas. 
Mas é que as pedras não são poetas, são pedras; 
E as plantas são plantas só, e não pensadores. 
Tanto posso dizer que sou superior a elas por isto, 
Como que sou inferior. 
Mas não digo isso: digo da pedra, “é uma pedra”, 
Digo da planta, “é uma planta”, 
Digo de mim “sou eu”. 























“Podemos facilmente perdoar uma criança que tem medo do escuro; a real 


























A direta correlação entre poluição atmosférica e mortalidade foi 
primeiramente observada em um episódio ocorrido em dezembro de 1930 em 
Meuse Valley, na Bélgica. O aumento da concentração de resíduos emitidos 
pelas indústrias siderúrgicas da região provocou a morte de mais de 60 
pessoas em 3 dias, em Engis, uma cidade com 3.500 habitantes [1]. Estudos 
seguintes remetem ao episódio do smog de Londres em dezembro de 1952, 
proporcionando os primeiros dados epidemiológicos sólidos, comprovando 
que a poluição do ar aumenta a mortalidade, que no caso resultou em 4.000 
mortes em um período de duas semanas [2]. Esse desastre proporcionou 
evidências indubitáveis de que a poluição atmosférica pode diretamente gerar 
óbitos e  merece considerável atenção da comunidade científica.  
Ao final da década de setenta, os efeitos adversos provocados pela 
poluição do ar na população foram considerados inadequados e maléficos à 
saúde [3]. Assim, nas décadas seguintes, a poluição atmosférica surgiu como 
um tema de grande importância nos assuntos de saúde pública e pesquisa [4, 
5] e, desde então, numerosos estudos têm confirmado que os níveis de 
poluição ambiental são fatores independentes de risco para morbidade e 
mortalidade pulmonar e cardiovascular [6]. 
 
1.1 Categoria de poluentes 
Os poluentes aéreos constituem uma mistura heterogênea de gases e 
material particulado. O ar poluído contém, além de inúmeras substâncias não 
identificadas, os seguintes componentes principais: dióxido de nitrogênio 
(NO2),  monóxido de carbono (CO), dióxido de enxofre (SO2), ozônio, e o 
material particulado, que consiste em partes sólidas e líquidas derivadas da 
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emissão de gases veiculares, incêndios, poluentes domésticos, industriais e 
agrícolas [7]. 
Apesar da heterogeneidade, os poluentes compartilham de certas 
similaridades e podem ser divididos em quatro categorias: (1) gases 
poluentes, como SO2, óxidos de nitrogênio (NOx), ozônio, compostos 
orgânicos voláteis (VOC); (2) poluentes orgânicos persistentes, como as 
dioxinas; (3) metais pesados,  como o mercúrio; (4) material particulado.  
Os gases poluentes possuem extensa variação na composição e a sua 
formação na atmosfera deve-se à grande queima de combustíveis fósseis [8]. 
Os poluentes orgânicos formam um grupo de substâncias químicas tóxicas e 
persistem no meio ambiente por longos períodos de tempo, sendo 
acumulados ao longo da cadeia alimentar, pela capacidade de fazerem 
ligações estáveis com lipídios vegetais [9]. Os metais pesados incluem metais 
básicos, como o chumbo, níquel, prata, mercúrio, manganês, entre outros, 
constituintes naturais da crosta terrestre, não podendo ser destruídos ou 
degradados, porém em concentrações mais elevadas podem se tornar tóxicos 
por terem a capacidade de se acumularem nos organismos [10]. Por fim, o 
material particulado é um termo genérico para designar uma mistura variada 
de partículas suspensas no ar, que difere em tamanho e composição, sendo 
produzidas naturalmente ou por atividade antropogênica [11]. O material 
particulado com diâmetro de até 10μm é coletivamente denominado PM10. 
Dependendo do tamanho da partícula, o PM10 pode ser subdividido em 
partículas grossas, com diâmetro entre 2,5 – 10μm (PM2,5 – PM10); partículas 
finas (PM2,5, de diâmetro menor que 2,5 μm) e partículas ultrafinas (diâmetro 
menor que 0,1 μm) [6]. A figura 1 ilustra dois tamanhos de material 
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particulado, comparando-os a um fio de cabelo e grãos finos de areia [6]. Um 
grande número de estudos epidemiológicos tem demonstrado que esse 
material possui forte associação com efeitos adversos na saúde da população 
[3, 5, 12-17]. 
 
 
Figura 1. Diferentes tamanhos de material particulado em comparação com 
um fio de cabelo e grãos de areia [adaptado de 6]. 
 
1.2 Poluição atmosférica por emissão veicular 
No Reino Unido, o setor de transportes é o único com emissões 
crescentes de poluentes desde 1990 [18]. A emissão de CO2 dos veículos 
particulares cresceu de 59 milhões de toneladas em 1990 para 63 milhões em 
2002, apresentando um aumento de 6% e para os veículos de carga, esse 
aumento chegou a 48% [19]. Nos Estados Unidos as emissões dos carros de 
passeio aumentaram de 641 milhões de toneladas em 1990 para 655 milhões 
em 2003, um aumento de 2%, enquanto que os veículos de carga leve 
aumentaram as emissões de 323 para 496 milhões de toneladas (aumento de 
51%) e os veículos de carga moderada apresentaram aumento de 57% nas 
emissões, passando de 218 milhões de toneladas para 343 milhões [20].  
 5
As emissões provenientes do escapamento dos veículos não são as 
únicas a contribuírem para a poluição do ar. Antes de o veículo ser adquirido, 
há emissões geradas durante a extração da matéria-prima e deslocamento da 
mesma, na produção e na distribuição do produto final, podendo-se estimar 
uma emissão de CO2 adicional de 18 a 43% das emissões veiculares [20]. Em 
2003 o consumo médio de petróleo e diesel foi de 283 L por pessoa por ano, 
abrangendo médias desde 12 L por pessoa por ano em Nepal, Bangladesh e 
Etiópia a até 2135 L anuais por pessoa nos Estados Unidos [21]. Abaixo se 
apresenta uma tabela com os valores de emissões de CO2 no mundo e em 
certos países durante os anos 1990, 2000 e 2003 [22].  
 
Tabela 1. Consumo total de petróleo por região no mundo.  
   2003 2000 1990 
Mundo   3.656.192 3.507.107 3.077.540 
 
 Região   2003 2000 1990 
 
Ásia (excluindo centro-leste)   1.030.188 965.892 623.732 
América Central e Caribe   124.149 123.859 108.059 
Europa   871.032 844.135 .. 
Centro-oeste e norte da África   344.480 319.787 224.131 
América do Norte   1.014.249 978.768 847.579 
América do Sul   171.888 181.604 129.460 
Países desenvolvidos   2.251.542 2.191.158 .. 
Países em desenvolvimento   1.409.190 1.318.119 845.696 
 
 País  2003 2000 1990 
Angola AGO 2.522 1.886 1.460 
Argentina ARG 20.535 24.444 21.083 
Austrália AUS 35.932 36.502 32.521 
Austria AUT 14.238 12.242 10.594 
Bolivia BOL 2.481 2.718 1.291 
Brasil BRA 84.326 89.854 58.794 
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Canadá CAN 92.837 87.770 77.329 
Chile CHL 10.781 11.249 6.444 
China CHN 269.989 221.516 110.407 
Colômbia COL 11.773 12.177 10.395 
Congo COG 329 213 280 
Cuba CUB 7.697 7.902 10.788 
República Dominicana DOM 5.771 6.325 3.098 
Egito EGY 25.511 24.949 22.494 
França FRA 91.135 87.247 87.280 
Alemanha DEU 126.513 131.724 126.470 
Grécia GRC 17.194 15.614 12.810 
Guatemala GTM 2.997 2.979 1.288 
Haiti HTI 564 497 325 
Hong Kong HKG 8.022 8.892 5.272 
Índia IND 123.849 114.365 62.647 
Indonésia IDN 58.484 54.503 34.226 
Irã IRN 68.241 64.234 49.437 
Iraque IRQ 24.617 23.347 17.196 
Irlanda IRL 8.490 8.053 4.871 
Israel ISR 12.081 12.065 9.365 
Itália ITA 87.443 88.058 84.793 
Japão JPN 258.262 264.660 256.424 
Coréia, República KOR 101.202 103.533 50.035 
Kuwait KWT 15.107 12.820 3.398 
México MEX 91.715 91.833 83.338 
Moçambique MOZ 589 459 332 
Holanda NLD 31.527 28.600 24.345 
Nigéria NGA 12.283 10.477 10.646 
Paquistão PAK 15.242 19.243 10.960 
Paraguai PRY 1.252 1.099 666 
Peru PER 6.500 7.777 5.825 
Portugal PRT 15.282 15.525 11.708 
Federação Russa RUS 131.529 129.949 .. 
Arábia Saudita SAU 81.159 72.702 39.989 
África do Sul ZAF 17.602 13.500 10.595 
Espanha ESP 69.042 64.850 46.455 
Suécia SWE 15.749 14.228 14.671 
Taiwan TWN 43.466 37.356 25.853 
Tailândia THA 40.611 34.525 19.823 
Reino Unido GBR 81.844 83.664 82.627 
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Estados Unidos USA 921.413 890.998 770.250 
Uruguai URY 1.362 1.984 1.320 
Venezuela VEN 24.666 23.580 18.992 
Vietnã VNM 10.634 8.050 2.738 
Zimbábue ZWE 828 1.126 814 
 
Unidade: Milhões de toneladas de óleo equivalente (kton) 
Nota: “…” na coluna de dados significa dado indisponível ou não 
relevante (por exemplo, países cuja divisão geopolítica sofreu mudanças, 
como a União Soviética). 
 
Adicionalmente, a infra-estrutura do setor de transportes requer energia 
para a construção e manutenção desse setor, seja na construção de trilhos 
para trens e metrôs, seja para a adaptação de corredores de ônibus ou 
construção e manutenção de avenidas. Para facilitar o deslocamento de 
veículos muitas modificações são feitas, principalmente com 
desflorestamentos e diminuição de áreas verdes, reduzindo a capacidade do 
meio ambiente em absorver CO2 [18]. 
Atualmente, muita atenção também é voltada à China, que possui em 
seu território 1/5 da população global e está passando por uma fase de rápido 
crescimento econômico e urbanização. O consumo de petróleo desse país 
quase dobrou entre 1990 e 2003 [23] e o número de veículos pode chegar a 
crescer 15 vezes nos próximos 30 anos, chegando a 190 milhões, com 
aumento das emissões originadas pelo transporte em 3 vezes mais do que 
atualmente, uma situação ambientalmente insustentável [24]. Na figura 2 
pode-se observar a previsão para a frota de veículos na China para as 





Figura 2. Previsão da frota de veículos na China até o ano de 2035. 
 
No entanto, não é razoável esperar a diminuição das emissões 
veiculares em países emergentes enquanto as emissões originadas no setor 
de transporte em países desenvolvidos são muito maiores.  
 
  
1.3 Efeitos na saúde humana da exposição aos poluentes atmosféricos 
Eventos esporádicos envolvendo a poluição do ar, como o histórico 
episódio de Londres em 1952 e um grande número de estudos 
epidemiológicos de curto e longo prazo, mostraram que mudanças na 
qualidade do ar podem afetar a saúde humana [25]. Constantemente, achados 
clínicos indicam a contribuição dos poluentes aéreos na mortalidade e 
morbidade relacionada ao sistema respiratório e cardiovascular e maior 
número de internações nos hospitais [7, 26]. 
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As evidências de que níveis ambientais de ozônio estão relacionados 
com aumento de morbidade na população exposta são bastante consistentes. 
Na Cidade do México, Romieu e colaboradores demonstraram um aumento de 
20% em faltas em creches por infecções respiratórias quando os níveis de 
ozônio mantinham-se acima de 260 µg/m3 por 2 dias consecutivos [27]. Em 
Nevada (Estados Unidos) foi detectado um aumento de 13% de faltas de 
escolares do primeiro grau com incrementos de 100 µg/m3 de concentração 
média de ozônio em 8 horas [28]. Em estudo conduzido em 12 cidades da 
Califórnia, focalizando alunos do primeiro grau, um aumento de 40 µg/m3 de 
ozônio foi associado com um acréscimo de 62,9% de faltas por doenças 
gerais, 82,9% por doenças respiratórias gerais, 45,1% por doenças do trato 
respiratório superior e 173,9% para doenças do trato respiratório inferior [29]. 
Os estudos citados indicam que dados de faltas escolares podem constituir 
um instrumento bastante útil para a detecção dos efeitos agudos do ozônio 
sobre a população infantil. 
Os diferentes tipos de poluentes, a dose e o tempo de exposição, 
podem levar a diversos efeitos na saúde da população, variando desde 
náuseas e dificuldade para respirar até alergias e câncer [25]. Também se 
incluem efeitos pós-natais, como o atraso do desenvolvimento em crianças e 
diminuição da atividade do sistema imune, ocasionando inúmeras doenças 
[30]. Mas a causalidade apóia-se em um mecanismo biológico para os efeitos 
observados. Fortes evidências mostram que altas concentrações de poeira 
ultrafina, metais de transição e componentes reativos orgânicos, assim como 
gases ozônio ou NOx, no ar poluído, promoveriam o estresse oxidativo e 
respostas inflamatórias nos tecidos [31], induzindo um estado pró-
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coagulatório, disfunção do sistema nervoso autônomo e respostas isquêmicas 
do miocárdio [26, 32]. 
Interessantemente, há relatos que a exposição à poluição do ar e às 
emissões provenientes do tráfego possui importância no desenvolvimento de 
câncer de pulmão [33]. A repetição de quadros inflamatórios agudos 
observados em estudos experimentais e epidemiológicos também contribui a 
longo prazo para o desenvolvimento de doenças crônicas, como a 
aterosclerose, artrite reumatóide e diabetes [30]. Além disso, respirar o ar 
urbano pode ser considerado como um contínuo e não-voluntário tipo de fumo, 
com efeitos a longo prazo qualitativamente similares aos efeitos observados 
em fumantes [30]. 
Uma revisão dos efeitos da poluição automotiva encontrou fortes 
evidências de aumento da mortalidade total, aumento da morbidade 
relacionada ao sistema respiratório, sintomas alérgicos, maior mortalidade 
relacionada ao sistema cardiopulmonar, doenças respiratórias não-alérgicas, 
aumento de infarto do miocárdio e uma relação com a incidência de câncer de 
pulmão [34]. Uma diminuição a longo prazo dos poluentes aéreos está 
relacionada à redução da hiperreatividade brônquica e de doenças 
cardiorespiratórias, com respectivo ganho de expectativa de vida [34].  
O maior crescimento das emissões oriundas do tráfego está nas 
grandes cidades dos países em desenvolvimento. De acordo com a 
publicação da World Health Organization [35], o ar urbano poluído é 
responsável por 750.000 mortes a cada ano, onde 530.000 dessas mortes se 
concentram na Ásia. Na China encontram-se localizadas 16 das 20 cidades 
mais poluídas do mundo, cuja emissão veicular é a fonte predominante de 
poluição [23]. 
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A poluição do ar é capaz de afetar as vias aéreas tanto em baixas 
quanto em altas concentrações [6]. Sintomas como irritação do nariz e da 
garganta, seguidos de broncoconstrição e dispnéia, especialmente em 
pessoas asmáticas, são normalmente relatados após a exposição do paciente 
a níveis elevados de SO2 [36], NOx [37] e certos metais pesados, como 
arsênio, níquel e vanádio [6]. Adiciona-se ao quadro apresentado, o material 
particulado e o ozônio, que chegam no epitélio alveolar provocando um quadro 
inflamatório [38, 39], agravado pelos NOx, aumentando a susceptibilidade a 
infecções respiratórias [40]. A exposição crônica do organismo ao ozônio e 
certos metais pesados reduzem a função pulmonar [41, 42] e o deixam 
susceptível ao quadro de asma, enfisema e câncer [43]. 
Quanto ao sistema cardiovascular, já é bem conhecida a interação 
entre o gás CO e a hemoglobina (Hb), com diminuição da capacidade desta 
em transportar oxigênio (O2), afetando diversos órgãos, especialmente o 
cérebro e o coração, podendo causar déficit de atenção, diminuição dos 
reflexos e confusão mental [44]. Estudos epidemiológicos também parecem 
mostrar uma ligação entre exposição a dioxinas e aumento na mortalidade 
causada por doenças isquêmicas do coração [45]. 
O sistema nervoso é principalmente afetado por metais pesados e 
dioxinas [6]. Neurotoxicidade ocasionando neuropatias com sintomas do tipo: 
transtornos de memória e sono, raiva, fadiga, tremores na mão, visão e fala 
distorcida são comumente observados após exposição ao arsênio, chumbo e 
mercúrio [46, 47].   
É importante mencionar que os poluentes aéreos são capazes de afetar 
o desenvolvimento fetal, podendo aumentar o risco de aborto espontâneo e 
reduzir o crescimento do feto [48]. Há indícios de malformações congênitas 
 12
pela exposição parental ao chumbo e dioxinas [49, 50] e lesões no 
desenvolvimento do sistema nervoso central, causando distúrbios na atividade 
locomotora e cognitiva em neonatos [51].  
 
1.4 Espécies reativas de oxigênio e estresse oxidativo 
O organismo dos mamíferos possui uma incrível habilidade de 
adaptação a variados tipos de estresse aos quais é submetido. Se o 
organismo é freqüentemente exposto a um estímulo estressor, ele sofrerá 
adaptações para conseguir recuperar a homeostase [52].  
Normalmente, em torno de 95 a 98% do oxigênio absorvido pelos 
organismos aeróbicos é reduzido, resultando em moléculas de água na cadeia 
respiratória através do transporte de elétrons na mitocôndria, bem como no 
retículo endoplasmático, onde o sistema enzimático citocromo, no processo de 
fosforilação oxidativa, procede a redução tetravalente do gás O2 pelo sistema 
citocromo oxidase, fornecendo simultaneamente quatro elétrons para o 
oxigênio, que se reduz diretamente à água, como resumido na equação 
abaixo [53]:  
O
2 
+  4H+  +  4e
- 
 → 2H2O  
Todavia, de 2 a 5% do O2 é reduzido univalentemente, processo em 
que uma molécula recebe apenas um elétron, o qual vai ocupar um dos 
orbitais externos, ao mesmo tempo em que o outro continua não pareado, 
produzindo intermediários altamente reativos. Forma-se então a primeira 
espécie tóxica reativa de oxigênio, o ânion superóxido (O2-•), conforme 
esquema:  
O2 + e- →  O2-• 
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 Assim, quando o O2 passou a ser utilizado no processo de respiração, 
desenvolveu-se, concomitantemente, um sistema antioxidante de defesa 
celular, já que o metabólito aeróbio conduzia à formação de radicais livres. 
Dessa maneira, um estímulo que leve à produção excessiva de radicais livres 
ou à depleção de antioxidantes, conduziria a uma alteração do balanço entre a 
produção e a remoção desses radicais livres [54]. 
 Um radical livre é definido como qualquer átomo, grupo de átomos ou 
molécula com um elétron não pareado ocupando uma órbita externa. O O2-•, o 
radical hidroxila ( OH) e o óxido nítrico (NO•) são exemplos de radicais livres. 
No entanto, existem compostos igualmente reativos, mas que não possuem 
elétron não-pareado na última camada e, portanto, não entram na 
classificação de radicais livres. Essas moléculas são denominadas de forma 
mais abrangente como espécies reativas de oxigênio (ERO) ou espécies 
reativas de nitrogênio (ERN), incluindo, por exemplo, o peróxido de hidrogênio 
(H2O2), o cátion nitrosonium (NO+) e o peroxinitrito (ONOO-) [54]. O 
desbalanço entre a produção de ERO/ERN e remoção pelos sistemas de 
defesa antioxidante é denominado estresse oxidativo, que é uma condição 
celular ou fisiológica de elevada concentração de ERO e ERN, que pode 
causar danos moleculares às estruturas celulares, com conseqüente alteração 
funcional e prejuízo das funções vitais [54, 55].  
Uma superprodução de ERO pode resultar em danos celulares como 
oxidação de membranas e proteínas, formação de adutos de DNA e inativação 
enzimática, os quais são capazes de causar morte celular. Entretanto, um 
nível moderado de ERO intracelular é considerado importante para que o 
balanço redox apropriado seja mantido e para estimular a proliferação celular 
e a defesa imunológica [56]. 
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É importante ressaltar que o efeito deletério do estresse oxidativo varia 
consideravelmente entre os seres vivos [57] tendo-se que considerar hábitos 
de vida inapropriados, como a ingestão de álcool, fumo e dieta inadequada; 
condições ambientais impróprias, tais como a exposição à radiação não 
ionizante UV, poluição, alta umidade relativa e temperatura elevada; estados 
psicológicos que provocam estresse emocional, o envelhecimento, o exercício 
extremo, entre outros fatores [54, 58].  A figura 3 abaixo ilustra a situação de 
estresse oxidativo, em que um excesso de radicais livres ou espécies reativas 
ultrapassa a capacidade da defesa antioxidante de converter essas espécies 
em espécies não reativas. Como resultado, os radicais livres oxidam 
componentes celulares como lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos, 
provocando dano tecidual e, em alguns casos, influxo de células inflamatórias 
para o local [59]. 
 
Figura 3. Estresse oxidativo: desbalanço entre elementos pró-oxidantes e 
antioxidantes.  
Com o intuito de diminuir os danos causados pelas ERO, o organismo 
desenvolveu mecanismos de defesa antioxidante. Uma ampla definição de 
antioxidante é “qualquer substância que, presente em baixas concentrações 
quando comparada a do substrato oxidável, atrasa ou inibe a oxidação deste 
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substrato de maneira eficaz” [60] e esses elementos podem ser classificados 
como enzimáticos e não enzimáticos [61]. 
O sistema enzimático é o primeiro a atuar, evitando o acúmulo de O2-• e 
do H2O2. O H2O2 não é considerado um radical livre, porém é capaz de 
atravessar a membrana citoplasmática e nuclear e induzir danos na molécula 
de DNA por meio de reações químicas [62].  
O sistema antioxidante enzimático é formado por diversos 
componentes, destacando-se a superóxido dismutase (SOD), a catalase e a 
glutationa peroxidase (GPx). A SOD age transformando dois O2-• em um H2O2, 
a qual é uma reação normal em pH fisiológico, porém é aumentada por meio 
desta enzima. A SOD pode ocorrer em três isoformas, dependendo do metal 
associado à mesma em seu sítio reativo (Cu/ZnSOD no citoplasma de 
eucariotos, MnSOD na matriz mitocondrial e FeSOD em bactérias) [53]. Outra 
enzima antioxidante é a catalase, a qual possui a capacidade de converter o 
H2O2 em H2O e O2. Está localizada nos peroxissomos, tendo por isso ação 
diminuída em órgãos como o coração, pulmão e o cérebro, por conterem 
menor concentração dessa organela [53]. Nestes órgãos, a ação antioxidante 
ocorre, preferencialmente, pela catalase eritrocitária quando as ERO atingem 
a circulação sangüínea [63]. O H2O2 também pode ser convertido a um 
elemento não reativo por outra enzima, a GPx, localizada no citosol e na 
matriz mitocondrial. Sua ação ocorre por meio da redução do H2O2 e de 
hidroperóxidos orgânicos por meio da utilização da molécula glutationa (GSH), 
a qual é um tripeptídeo de ácido α-glutâmico, cisteína e glicina, que atua como 
co-substrato da GPx, sendo um doador de elétrons, o qual poderá ser 
regenerado por meio da enzima glutationa redutase com a transferência de 
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hidrogênio do NADPH [53, 64]. Assim, neste processo, são transferidos dois 
hidrogênios dos grupamentos sulfidrilas para os peróxidos, transformando-os 
em álcool e/ou água, resultando em glutationa oxidada (GSSG). Um resumo 
dessas reações pode ser visualizado na figura 4 [65].  
 A segunda parte da defesa antioxidante é a defesa não enzimática,  
adquirida, principalmente, por meio da dieta. Pode ser dividida em 
antioxidantes hidrofílicos (GSH, vitamina C, indóis, catecóis) e lipofílicos 
(bioflavonas, vitamina A, vitamina E) [58]. 
 
 
Figura 4. Demonstração do processo de conversão das ERO pelo sistema de 
defesa antioxidante em produtos não reativos [adaptado de 65]. [65] 
 
1.4.1 Estresse oxidativo e poluição atmosférica 
A produção de ERO vem sendo mostrada como tendo um papel 
importante na produção de efeitos citotóxicos pela inalação de poluentes 
aéreos, tais como partículas provenientes da queima do diesel e material 
particulado urbano [66]. O aumento da formação do radical hidroxila tem sido 
detectado por espectroscopia de ressonância elétron-spin não invasiva, em 
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cultura de células, DNA livre e em pulmões de camundongos [67-69]. O 
estresse oxidativo mediado por material particulado possui origem em 
diferentes fontes, envolvendo: (1) geração direta de ERO na superfície das 
partículas, (2) compostos solúveis como metais de transição ou compostos 
orgânicos, (3) função alterada da mitocôndria ou da NADPH-oxidase [50, 70] e 
(4) ativação de células inflamatórias capazes de gerar ERO e ERN [66]. A 
geração direta de ERO na superfície do material particulado pode ocorrer por 
meio da presença de radicais livres na própria partícula [71] e a geração de 
dano oxidativo ao DNA pode ser explicado pela suposição de que: (1) as 
partículas conseguem transpor-se para o núcleo, (2) as ERO extracelulares 
iniciam reações em cadeia de radicais livres que, em última análise afetam o 
núcleo, causando dano ao DNA [64]. Deve-se notar que o ozônio e o NO2 
normalmente encontram-se juntos nas partículas presentes no ar poluído e 
essas moléculas oxidantes possuem um alto potencial de causar dano ao 
material genômico, assim como o benzeno, composto volátil também presente 
no ar urbano poluído [72-74].  
Inicialmente, a exposição a uma vasta gama de poluentes aéreos abre 
a possibilidade de provocar um quadro de estresse oxidativo no pulmão e isso 
parece iniciar uma série de respostas no organismo. Uma dessas respostas é 
o maior influxo de células inflamatórias para esse órgão, sendo essas células 
potentes geradoras de radicais livres. Na ausência de qualquer 
microorganismo invasor para eliminarem, esses radicais livres atacam o tecido 
local e seus componentes, causando dano celular [59]. 
Sinais, como modificação de lipídios no caso de exposição ao ozônio, 
levariam à ativação de fatores de transcrição como o NFkB (nuclear factor 
kappa B) e aumento da quantidade de quimiocinas proinflamatórias e 
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citocinas. Essas moléculas de sinalização levariam a um aumento de 
moléculas de adesão na superfície da célula endotelial, recrutando células do 
sistema imune, como neutrófilos, eosinófilos e macrófagos. Essas células, ao 
se encontrarem no estado ativado, usam o oxigênio molecular e a NADPH 
oxidase, para produzirem O2-•, removido pela SOD presente no epitélio 
pulmonar [75]. A remoção desse ânion resulta, por sua vez, na produção de 
H2O2, capaz de passar pela membrana celular devido à baixa reatividade, 
podendo ativar vias de sinalização intracelular e maior geração de ERO. 
Essas espécies, caso encontrem metais de transição, comuns na superfície do 
material particulado, aumentam a produção do radical hidroxila, mais tóxico e 
com alto poder oxidante. Portanto, o influxo e posterior ativação de células 
inflamatórias no pulmão representam uma segunda situação de estresse 
oxidativo gerada após 6 a 18 h da exposição inicial aos poluentes aéreos [59]. 
Em relação à resposta inflamatória sistêmica, há hipóteses de que o 
material particulado possa contribuir, principalmente, das seguintes maneiras: 
(1) as citocinas e quimiocinas geradas no sistema respiratório chegariam à 
circulação e desencadeariam uma cascata de eventos inflamatórios em 
diversos órgãos e no sangue [76-83]; (2) partículas ultrafinas removidas de 
espaços extra-pulmonares também provocariam um processo inflamatório na 
circulação e em determinados órgãos [84]. 
Deve-se atentar ao fato da exposição humana ao PM 2,5 ambiental 
proveniente de duas regiões distintas poder causar diferenças no tipo de 
inflamação pulmonar, dependendo da composição do material particulado [85]. 
Modelos animais que mimetizam exposições a poluentes atmosféricos devem 
ser cuidadosamente controlados, pois a interação entre poluentes pode 
ocasionar efeitos diferentes no organismo. Um estudo com ratos expostos a 
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partículas de diesel e ozônio mostrou que eles tiveram uma exacerbação da 
resposta inflamatória, comparados aos ratos somente expostos ao diesel [86], 
assim como ratos pré-tratados com endotoxina por inalação, tiveram resposta 
inflamatória também aumentada ao administrarem ozônio e material 
particulado ultrafino, e essa resposta também diferia de acordo com a idade 
do animal [87]. Pesquisas desse tipo são importantes para que se alcance 
uma perspectiva holística da situação, tomando-se cuidado ao extrapolar os 
resultados experimentais para a saúde humana e ao se interpretar estudos de 
biomonitoramento, onde muitos poluentes se encontram presentes [64]. 
 
1.4.2. Participação dos aldeídos atmosféricos na saúde humana e na 
geração de radicais livres 
Os aldeídos são substâncias orgânicas altamente reativas, que contém 
um grupo carbonila (ligação dupla entre átomos de carbono e oxigênio) e 
possuem alta afinidade com lípidios, proteínas e DNA [88]. 
Nos ambientes externos das grandes cidades, as diferentes classes de 
aldeídos são produzidas pelas emissões veiculares, queima de biomassa ou a 
partir de reações fotoquímicas [89]. Na atmosfera dos grandes centros 
urbanos, a contribuição relativa das emissões diretas ou de processos 
fotoquímicos para a produção de aldeídos depende da taxa de emissão das 
fontes antropogênicas e das condições climáticas.  
Nos ambientes urbanos, a emissão de aldeídos é o resultado da 
oxidação incompleta do combustível veicular, seja este gasolina, etanol, gás 
natural ou diesel [90, 91]. Na atmosfera poluída das grandes cidades, os 
principais precursores dos aldeídos são os hidrocarbonetos, álcoois, éteres e 
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compostos aromáticos de origem antropogênica, submetidos à ação do ozônio 
ou radicais HO., HO2 e NO3 [92].  
 
Aldeídos como precursores de ozônio 
Além da sua toxicidade direta, os aldeídos atmosféricos podem 
contribuir para a formação de ozônio, um dos poluentes mais 
reconhecidamente associados com efeitos adversos à saúde humana. Neste 
momento, serão apresentados alguns dos aspectos básicos das reações 
fotoquímicas relacionando aldeídos e ozônio. Maiores detalhes podem ser 
encontrados em literatura específica [93]. 
 
O NO2 é dissociado pela ação de raios ultravioleta formando NO. e 
oxigênio atômico; 
(1)     NO2 + raios UV  →  NO. + O. 
 O átomo de oxigênio combina-se com uma molécula de oxigênio 
formando ozônio; 
(2)    O + O2 → O3 
 O ozônio é decomposto pela reação com o NO., formando NO2 e uma 
molécula de oxigênio; 
(3)    NO. + O3 → NO2 + O2 
O processo descrito nas reações 1 a 3 é fotoestacionário. No entanto, a 
atmosfera das grandes cidades favorece a perturbação desse ciclo, permitindo 
a geração de significativas quantidades de ozônio. A reação de NO com 
peróxidos é a maior causa de desequilíbrio fotoquímico, como demonstrado na 
reação 4; 
(4)   NO. + RO2• → NO2 + RO• 
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Os peróxidos atmosféricos são formados pela oxidação de diversos 
composto orgânicos, como demonstrado nas equações que se seguem, 
ilustrando os possíveis desfechos da oxidação de um alceno; 
 
(5)    RCHCHR + O → RCH2• + RCO• 
(geração de radicais livres) 
 
(6)    RCH2• + O2 → RCH2O2• 
(geração de peróxidos) 
 
(7)    RCH2O•+ O2→ RCHO + HO2• 
(geração de aldeídos) 
 
(8)    RCH2O2• + NO2 → RCH2O2NO2 
(geração de nitratos orgânicos) 
 
O conjunto das reações acima exemplifica algumas das possibilidades 
pelas quais os VOC, como os aldeídos, podem ser gerados ou interferir no 
equilíbrio fotoquímico estacionário, promovendo a formação de ozônio. 
 
Efeitos do formaldeído e acetaldeído sobre a saúde humana 
A vasta maioria do conhecimento sobre os efeitos do formaldeído e do 
acetaldeído sobre a saúde humana provém da área ocupacional ou de um 
contexto de ambientes externos. Estas informações são de pouca valia 
quando se leva em conta a análise destes aldeídos no contexto ambiental. O 
levantamento detalhado da literatura médica não revelou a existência de 
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estudos de base populacional, relacionando concentrações ambientais de 
formaldeído ou acetaldeído sobre indicadores de morbidade ou mortalidade. 
A Environmental Protection Agency dos Estados Unidos da América do 
Norte não definiu uma concentração de referência para a inalação crônica de 
formaldeído [94]. Esta mesma agência, tendo por base estudos em roedores, 
define o risco de câncer para a exposição ao formaldeído por via inalatória, 
estabelecendo a unidade de risco inalatório em 1,3 x 10-5 por µg/m3. Isto 
significa que a exposição durante todo o período da vida a uma concentração 
de 1 µg/m3, leva a um excesso de 1,3 casos de câncer em 100.000 habitantes. 
A pesquisa na literatura científica revela um quadro até desanimador, 
por mostrar poucos estudos envolvendo medidas de aldeídos atmosféricos. 
Alguns trabalhos revelam que estas medidas foram resultantes da iniciativa de 
grupos de pesquisa interessados no tema, e não revelam um esforço 
sistemático de monitoramento ambiental visando o controle da qualidade do ar 
para fins de preservação da saúde pública. Este é um aspecto preocupante 
em países como o Brasil, onde as fontes móveis possuem forte presença do 
etanol, gás natural e diesel, aumentando a potencialidade da emissão de 
aldeídos atmosféricos, tão pouco divulgados pela mídia e órgãos 
responsáveis. 
 
1.5 Poluição do ar e sistema nervoso central 
A mistura complexa de gases, material particulado e componentes 
químicos presentes no ar ambiental e interno às casas, é capaz de produzir 
diversos efeitos na saúde [95]. Considerando o fato de a cavidade nasal ser 
uma porta de entrada comum a diversos poluentes aéreos e a mucosa do 
sistema respiratório ser particularmente vulnerável a maioria deles, essa 
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mucosa acaba sendo alvo de toxicidade e carcinogênese induzida por esses 
poluentes [96, 97]. A barreira olfatória depende do seu epitélio intacto e da 
plena capacidade de metabolizar xenobióticos [98]. Os receptores de células 
dendríticas olfatórias estão em contato direto com o ambiente e assim, a 
pinocitose e transporte neuronal são as principais rotas de acesso de toxinas 
ao sistema nervoso central [99]. 
Há evidências crescentes na literatura do impacto da exposição aos 
poluentes ambientais no crescimento fetal e no neurodesenvolvimento de 
crianças e bebês [100]. Vários estudos experimentais mostram que os fetos e 
as crianças são mais sensíveis do que os adultos a vários resíduos tóxicos do 
meio ambiente, incluindo a fumaça do cigarro, hidrocarbonetos policíclicos e 
pesticidas residenciais [101, 102].  
Apesar do grande número de poluentes existentes no ar atmosférico, a 
fumaça do cigarro foi grande alvo de pesquisas, tanto em animais como em 
seres humanos. Pesquisas com animais de experimentação mostraram que a 
nicotina era capaz de afetar o sistema nervoso central em níveis menores de 
exposição do que os aos níveis necessários para se evidenciar alterações de 
crescimento e peso ao nascimento [103].  
A respeito das pesquisas clínicas, a exposição pré-natal ao tabaco 
também mostrou ter efeitos no sistema nervoso, resultando em alterações de 
cognição e comportamento [104]. No período pós-natal, a exposição à fumaça 
do cigarro foi associada com maior probabilidade de ocorrência da síndrome 
da morte súbita em bebês [105], além de redução da pontuação em testes de 
QI em crianças de três anos de idade [106]. Em relação ao sono, a fumaça do 
cigarro também aumentou o risco de fragmentação do sono pelo ronco em 
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bebês de oito semanas de vida, sem, no entanto, haver estudos que 
correlacionem o ronco a esse poluente [107].   
Um estudo interessante foi conduzido por Lundberg [108], relatando 
sintomas psicológicos decorrentes da exposição à poluição do ar, como 
ansiedade e mudanças de humor e cognição, principalmente em dias cuja 
poluição atmosférica encontrava-se aumentada, acompanhada por mudanças 
no comportamento e diminuição do bem-estar individual. Fiedler e 
colaboradores [109] conduziram pesquisas visando observar efeitos na saúde, 
durante e após 140 min de exposição aos VOC na presença e ausência de 
ozônio, avaliando-se parâmetros como: desempenho neurocomportamental 
(no caso, um teste de atenção), cortisol salivar e função pulmonar. A mistura 
VOC e ozônio produziram compostos irritantes, incluindo aldeídos, H2O2, 
ácidos orgânicos e partículas ultrafinas. No entanto, tanto essa mistura quanto 
somente os VOC não resultaram em diferenças significantes na função 
pulmonar ou no teste neurocomportamental em mulheres saudáveis jovens, 
expostas agudamente aos poluentes, diferindo de achados epidemiológicos 
anteriores [110].  
 
1.6 Homocisteína 
A homocisteína (Hcy) é um aminoácido sulfurado, intermediário na via 
de biossíntese da metionina, na qual as vitaminas B6, B12 e o folato agem 
como cofatores (figura 5). Nessa via, a metionina é convertida em um derivado 
ligado ao radical adenila, a S-adenosilmetionina (SAM), a qual doa um grupo 
metila para um aceptor apropriado. A hidrólise da S-adenosil-homocisteína 
(SAH) forma a Hcy, que pode ser transulfurada por meio da reação da Hcy 
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com a serina. Como produto desta tem-se a cistationina que é então 
hidrolisada para formar cisteína (Cys) [111]. 
Figura 5. Metabolismo da homocisteína [adaptado de 111].[111] 
Abreviações: homocisteína (Hcy), S-adenosil-homocisteína (AdoHcy), S-
adenosilmetionina (AdoMet), metionina (Met), metionina sintase (MS), 
cobalamina (B12), 5-metiltetraidrofolato (CH3THF), flavina adenina 
dinucleotídeo (FAD), 5,10-metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), 
adenosina (Ado), betaína-homocisteína S-metiltransferase (BHMT), 
cistationina β–sintase (CBS), 5,10-metilenotetraidrofolato (CH2THF), DNA 
metilado (CH3DNA), formiltetraidrofolato (CHOTHF), meteniltetraidrofolato 
(CHTHF), cistationina liase (CL), cisteína (Cys), cistationina (Cysta), 
diidrofolato (DHF), diidrofolato redutase (DHFR), deoxitimidina 5’-monofosfato 
(dTMP), deoxiuridina 5’-monofosfato (dUMP), metionina adenosiltransferase 
(MAT), metiltransferase (MT), S-adenosil-homocisteína hidrolase (SAHH), 
serina-hidroximetiltransferase (SHMT), tetraidrofolato (THF), timidilato sintase 
(TS). 
 
Diversos fatores genéticos, farmacológicos, patológicos e fisiológicos 
podem afetar as concentrações de Hcy [112, 113]. Alguns estudos vêm 
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mostrando que um polimorfismo no gene da metilenotetrahidrofolato redutase 
(MTHFR) está associado com a esquizofrenia [114, 115]. Essa enzima catalisa 
a conversão de metilenotetraidrofolato em metiltetraidrofolato e esse processo 
gera um grupo metila que é doado à Hcy em sua conversão à metionina. 
Assim, uma deficiência de MTHFR está associada a elevações das 
concentrações plasmáticas de Hcy. 
Recentemente, Blaise e colaboradores [116] estudaram o efeito de 
dietas deficientes em vitaminas associadas à hipóxia e concluíram que esta 
intensificou a queda da razão SAM / SAH, a qual é conhecida como um índice 
da metilação global celular [117]. Por serem o substrato e o produto de 
reações essenciais das metiltransferases nas células, a queda dessa razão 
pela hipóxia pode ter alterado a metilação de DNA e, consequentemente, a 
expressão gênica. 
Um estudo em adultos, na Itália, explorou os efeitos de níveis de folato 
plasmático e um polimorfismo comum (C677T) na MTHFR e a metilação 
global do DNA [118]. Esse estudo revelou que as concentrações de folato 
plasmático mostraram-se elevadas e diretamente relacionadas à metilação 
global em indivíduos portadores do polimorfismo T/T. Os níveis de Hcy 
também se mostraram elevados nessas pessoas, sugerindo uma relação entre 
Hcy e níveis de metilação global e, portanto, uma relação entre Hcy e 
epigenética.  
A idade, o ambiente e a genética interagem afetando a regulação 
epigenética dos organismos. Os mecanismos específicos dessa regulação, 
iniciados durante a diferenciação celular são rudemente elucidados, no 
entanto, um dos mecanismos epigenéticos mais caracterizados é a metilação 
do DNA [119]. Logo após a fertilização, o genoma do embrião sofre uma onda 
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massiva de desmetilação global, exceto por algumas poucas regiões não 
desmetiladas. Portanto, o genoma no momento da implantação embrionária 
está majoritariamente hipometilado, correlacionando com a pluripotencialidade 
dessas células, uma vez que, a metilação de um gene geralmente silencia-o 
enquanto a hipometilação ativaria a transcrição do mesmo [120, 121]. Logo 
que a implantação é efetivada e o embrião começa o desenvolvimento como 
um feto, há o restabelecimento do status de metilação do DNA em diferentes 
níveis, de acordo com o tecido e o tempo de desenvolvimento do mesmo [120, 
121]. 
 
1.7 Sono – aspectos gerais 
Mais do que simplesmente se desligar do estado de vigília o sono é um 
estado ativo no qual inúmeras funções e processos de nossa fisiologia 
mantêm um metabolismo intenso [122, 123]. Esses processos são estudados 
de várias formas, desde a simples observação comportamental até a medição 
de inúmeras variáveis fisiológicas nos diversos sistemas corporais. Todos os 
sistemas biológicos apresentam mudanças em sua fisiologia durante o sono, 
principalmente o sistema nervoso [124]. A compreensão de que o cérebro 
gerava potenciais elétricos levou a um neuropsiquiatra alemão, Hans Berger, a 
desenvolver na década de 1920 a técnica do EEG [125], que consiste no 
registro gráfico dos potencias cerebrais ao longo do tempo, permitindo de 
forma pioneira observar modificações desses potenciais com o sono.  
Décadas depois, Jouvet descreveu a ocorrência cíclica de movimentos 
oculares rápidos durante o sono, associados ao aumento da atividade cortical 
e posteriormente o pesquisador também notou que outra modificação 
freqüentemente observada em associação com a movimentação ocular rápida 
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do sono era uma diminuição intensa do tônus muscular basal [para revisão do 
tema consulte referências 127, 128].[126, 127] Dement e Kleitman identificaram que a 
atividade ocular ocorria simultaneamente à fase dessincronizada do sono e 
estava relacionada com o conteúdo dos sonhos no ser humano [128], 
utilizando, portanto, o chamado sono dos movimentos oculares rápidos (REM, 
do inglês Rapid Eyes Movement).  
Estes pesquisadores notaram que o sono REM ocorria várias vezes 
durante a noite, alternando-se com períodos em que a movimentação ocular 
cessava e o padrão do EEG se modificava (o chamado sono não-REM, ou 
sono de ondas lentas). Tanto os olhos quanto a contração muscular basal, que 
determina o tônus muscular, geram potencias elétricos que também podem 
ser registrados graficamente ao longo do tempo.  
As ondas elétricas cerebrais sofrem alterações que configuram 
diferentes fases do sono, podendo ser evidenciadas pela avaliação de 
diversos parâmetros funcionais como a respiração, o movimento ocular, 
movimentos do músculo da face e pescoço, que comumente se repetem em 
certos intervalos, sendo chamados de ciclos de sono [129].  
Considerável interesse foi desperto para os chamados ciclos de sono, 
no intuito de descobrir os mecanismos neurais envolvidos na geração e 
manutenção do ciclo vigília-sono, porém, sabe-se que não existe um centro 
responsável pela indução do sono, e sim, há a integração de vários sistemas 
neurais [122]. 
Estabelecer a seqüência das fases do sono não é uma tarefa fácil, uma 
vez que elas sofrem oscilações e, por curtos períodos, podem ultrapassar 
seus próprios limites, somando-se com a fase anterior ou subseqüente [129]. 
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1.7.1 Arquitetura do sono 
A polissonografia consiste no registro de várias características que 
ocorrem durante o sono, como o eletroencefalograma (EEG), eletroculograma 
(EOG), eletromiograma (EMG). Dependendo do estudo, podem-se adicionar 
ainda outros parâmetros, como temperatura, eletrocardiograma, saturação de 
oxi-hemoglobina, entre outros. O estagiamento do sono é feito manualmente 
por um profissional treinado, usando os critérios de Rechtschaffen e Kales 
[130]. Normalmente, a análise polissonográfica de humanos é feita em épocas 
sucessivas de 30 segundos, predominando o traçado analisado de acordo 
com o tipo de onda específica do padrão sono-vigília.  
 
www.psiquiatrianet.com.br/sono/02arquitetura.htm 
Figura 6. Hipnograma do sono de um indivíduo normal de 16 anos 
evidenciando as mudanças de fases durante uma noite de sono. 
 
A seguir, consideraremos as denominações de sono paradoxal e sono 
de ondas lentas (SOL) para referirmos ao padrão encontrado em roedores. 
No ano de 1970, pesquisadores da Universidade de São Paulo 
estudaram minuciosamente o sono de ratos e revelaram que existia maior 
grau de semelhança com o sono de seres humanos do que se acreditava até 
então [131]. Por se tratar de um animal naturalmente predado em seu habitat 
natural, tanto o rato como o camundongo possuem um padrão de sono 
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polifásico, com ciclos sono-vigília freqüentemente irregulares. É comum 
acontecerem despertares breves ao final dos ciclos em roedores, 
característico dos animais naturalmente predados, enquanto que os animais 
predadores, como o homem, o gato e o cão, despertam raramente entre os 
ciclos e apresentam um padrão de sono monofásico. Ressalta-se, porém, a 
ocorrência de períodos de vigília e forte superficialização do sono 
(microdespertar) em seres humanos, não sendo característica exclusiva dos 
roedores.  
Nesses animais, os episódios de sono concentram-se freqüentemente 
durante o período claro e a vigília durante o período escuro. Segundo Van 
Luijtelaar [132], o rato dorme cerca de 62% do período claro e 33% do período 
escuro e é durante a vigília que ele necessita realizar atividades como 
alimentação, procriação, interação social, entre outras [129]. 
A interação entre o organismo e o ambiente é também importante para 
análise do sono. Na literatura é possível encontrar estudos demonstrando a 
capacidade do ozônio em produzir mudanças fisiológicas e bioquímicas no 
sistema nervoso central de ratos [133], podendo provocar diminuição da 
atividade locomotora [134, 135] e diminuição na habilidade de resposta a um 
teste de condicionamento operante [135]. No entanto, um dos efeitos mais 
surpreendentes do ozônio no sistema nervoso central é a capacidade de 
perturbar o sono, modificando o padrão de sono paradoxal e do SOL em ratos 
[136, 137], sugerindo uma participação importante dos poluentes aéreos em 






A dopamina (DA) foi identificada como um neurotransmissor há cerca 
de 50 anos atrás e tem sido objeto de estudo de grande número de 
publicações [138]. 
Estudos a respeito da circuitaria neural envolvendo o neurotransmissor 
DA e as localizações de seus receptores identificaram oito grandes vias 
dopaminérgicas e quatro delas são especialmente importantes [138]: 
A primeira via é a via mesolímbica – associada com grupo de fibras 
neurais envolvidas no circuito de recompensa. Essa via origina-se na área 
tegmental ventral e se prolonga para outras estruturas do sistema límbico, 
incluindo o núcleo accumbens. Essa via é particularmente importante para a 
memória e comportamentos emotivos e seu bloqueio farmacológico é 
responsável por diminuição da intensificação das emoções causadas por 
condições como a esquizofrenia. 
A via mesocortical também se origina na área tegmental ventral, mas as 
projeções são para o córtex pré-frontal e estruturas próximas. Alguns 
trabalhos revelam que o mal funcionamento dessa via pode causar alguns dos 
sintomas da esquizofrenia, como alucinações e confusão mental. O bloqueio 
farmacológico dessa via provoca redução de delírio psicótico, mas também 
diminui a atividade do lobo frontal. 
A terceira via, chamada de nigroestriatal projeta os axônios da 
substância negra ao estriado, possuindo um papel no controle motor. A 
degeneração de estruturas dessa via está associada com os sintomas da 
doença de Parkinson. 
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Uma quarta via dopaminérgica, é a via tuberoinfundibular, que conecta 
o hipotálamo à glândula pituitária, onde influencia a secreção de hormônios, 
como a prolactina. 
 
thebrain.mcgill.ca/.../a_03_cl_que.html 
Figura 7. Principais vias dopaminérgicas.  
 
Devido à descoberta da correlação entre diminuição de DA estriatal e 
deficiência motora observada em pacientes da doença de Parkinson [139], o 
envolvimento da DA no controle motor tem sido muito enfatizado [140], 
iniciando uma série de experimentos e investigações clínicas, ainda em 
andamento, levando ao desenvolvimento do uso de precursores da DA como 
terapia, melhorando os sintomas dos pacientes. Numerosos estudos 
demonstraram a ocorrência de deficiências cognitivas em pacientes de doença 
de Parkinson, embora isso ainda não seja um consenso [141]. 
A DA também parece contribuir para o quadro de esquizofrenia, porém 
isso ainda é motivo de discussões [142], mas o modelo proposto por Weinberg 
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[143] e posteriormente desenvolvido por Gray [144] sugere uma deficiência de 
interação entre o sistema límbico e o motor, contribuindo para explicar 
alterações na direção de movimentos, detectada em alguns pacientes 
psicóticos. Os pacientes esquizofrênicos também mostram déficits cognitivos 
[145], como uma inabilidade para ajustarem um comportamento a determinado 
contexto, provavelmente por alterações de atenção ou representações 
mentais.  
A ação celular da DA é mediada por dois tipos de receptores de 
membrana [146]. Esses receptores são acoplados à proteína G, sugerindo que 
os efeitos da sinalização dopaminérgica são lentos e mais duradouros. A 
família do receptor D1 inclui os subtipos D1 e D3 e é associada com aumento 
da atividade da adenilato ciclase, enquanto que a família do receptor D2, que 
inclui os receptores D2L, D2S e D4, é predominantemente associada à 
diminuição da mesma.    
Nesse contexto é interessante observar os efeitos comportamentais da 
inativação genética de receptores do sistema dopaminérgico em 
camundongos transgênicos. Em um modelo deficiente de receptores D2, 
essencialmente foi observado redução da atividade locomotora [147], 
enquanto a inativação de receptores D1 estava associada com alterações 
diversas comportamentais majoritariamente associadas ao sistema límbico 
[148]. Ao contrário do que foi visto para a inativação dos receptores D2, a 
inativação do receptor D3 em camundongos nocautes proporcionou aumento 
da atividade locomotora [149]. No entanto, é importante notar que esse animal 
também exibe aparentemente menores níveis de ansiedade [150]. O aumento 
na atividade locomotora associada à inativação do receptor D3 pode ter 
refletido uma “hiperfunção dopaminérgica”, também observada em 
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camundongos deficientes em transportadores de DA, cujo comportamento 
também inclui um aumento de locomoção [151]. 
A interação dos receptores dopaminérgicos com o ambiente em que o 
organismo está exposto também pode provocar alterações nesse sistema. 
Atualmente, evidências cada vez mais comuns, sugerem que a exposição à 
poluição do ar pode aumentar o risco de acidente vascular cerebral, dano 
cerebrovascular e induzir neuroinflamação e estresse oxidativo [152] podendo 
desencadear doenças neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson [153-
155]. Sugerindo uma participação dopaminérgica na dinâmica entre exposição 




















































2.1 Objetivo geral 
Avaliar experimentalmente se a exposição à poluição atmosférica 
urbana de São Paulo na fase gestacional, de aleitamento e na fase adulta é 
capaz de alterar parâmetros biométricos, comportamentais, bioquímicos e 
neuroquímicos a longo prazo em camundongos. 
 
2.2 Objetivos específicos 
1. Verificar a massa corporal ao nascimento e acompanhar o ganho de 
massa entre os diferentes grupos desde o nascimento até a idade 
adulta;  
 
2. Verificar diferenças entre os níveis de glutationa total e das atividades 
das enzimas SOD, catalase e GPx nos eritrócitos de animais adultos 
submetidos à poluição ambiental em diferentes períodos da vida; 
 
3. Quantificar as concentrações de Hcy e de Cys plasmáticas de animais 
adultos submetidos à poluição ambiental em diferentes períodos da 
vida; 
 
4. Avaliar parâmetros comportamentais como atividade motora, ansiedade 
e memória de animais adultos submetidos à poluição ambiental em 
diferentes períodos da vida; 
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5. Analisar se a poluição do ar é capaz de modificar a densidade de 
neuroreceptores para dopamina (D1, D2 e transportador) de animais 


























3.1 Animais e grupos experimentais 
Setenta e dois camundongos Swiss fêmeas e dezoito machos do 
Biotério do Departamento de Psicobiologia da UNIFESP foram retirados aos 
30 dias de vida (data fixada para o desmame) e transportados para a 
Faculdade de Medicina da USP (FMUSP), sendo distribuídos em duas 
Câmaras de Intoxicação do Tipo Topo Aberto (figura 10), localizadas no jardim 
da faculdade, sendo uma câmara denominada de Câmara Filtrada e a outra 
denominada de Câmara Poluída. Cada uma delas abrigou trinta e seis 
camundongos fêmeas e nove machos que, ao atingirem a idade de três 
meses, os animais foram separados em gaiolas com quatro fêmeas e um 
macho pelo período de uma semana, no interior das respectivas câmaras. 
Esse período foi denominado período de acasalamento, após o qual houve a 
separação individual das fêmeas durante toda a gestação. Todos os animais 
foram mantidos com 12 horas de ciclo claro-escuro, sendo as luzes mantidas 
acesas das 6h às 18h, com livre acesso de água e ração (Nuvital-Nutrients 
Ltda., Colombo, Brasil).  
Uma semana após o período de acasalamento, todas as caixas foram 
verificadas diariamente para a documentação do dia do nascimento da prole e 
pesagem. Após o nascimento dos filhotes, a prole foi distribuída de acordo 
com o seguinte protocolo (figuras 8 e 9 e Tabela 2):  
1. Grupo PFF: camundongos expostos à poluição somente no período 
gestacional. Após o nascimento, esses camundongos foram mantidos na 
Câmara Filtrada. 
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2. Grupo PPF: camundongos expostos à poluição desde a concepção 
até o desmame. Após esse período, esses camundongos foram transferidos 
para a Câmara Filtrada. 
3. Grupo PPP: camundongos expostos à poluição desde a gestação 




Figura 8. Representação dos grupos inicialmente mantidos na câmara 
poluída.  
P: significa crescimento naquela fase específica do desenvolvimento na 
câmara poluída e está representado na cor vermelha. F: significa crescimento 
na câmara filtrada, e está representado em azul. 
 
4. Grupo FPP: camundongos não expostos à poluição somente no 
período gestacional. Após esse período, esses camundongos foram mantidos 
na Câmara Poluída.  
5. Grupo FFP: camundongos expostos à poluição apenas no período 
pós-desmame até a fase adulta. 
6. Grupo FFF: camundongos expostos ao ar filtrado desde a gestação 





Figura 9. Representação dos grupos inicialmente mantidos na câmara filtrada. 
P: significa crescimento naquela fase específica do desenvolvimento na 
câmara poluída e está representado na cor vermelha. F: significa crescimento 
na câmara filtrada, e está representado em azul. 
 
Seguindo o período adotado no biotério, a data fixada para o desmame 
foi de trinta dias e, após essa data, os filhotes foram mantidos em caixas com 
cinco animais, separados das mães e realizou-se a pesagem semanalmente 
até obterem três meses de idade. Exceto pelos resultados de massa corporal, 
os demais experimentos (comportamentais, bioquímicos e neuroquímicos) 
foram conduzidos na idade adulta, quando os animais completaram 3 meses 
de idade. 
 
Tabela 2. Descrição do protocolo adotado na separação dos diferentes grupos 
experimentais, evidenciando três fases do desenvolvimento murino e a 
câmara a qual foi submetido cada grupo. 
Grupo 
Período Gestacional  
(21 dias) 
Período de Aleitamento 
(30 dias) 
Desmame até o 
período adulto  
(60 dias) 
FFF Câmara Filtrada Câmara Filtrada Câmara Filtrada 
FFP Câmara Filtrada Câmara Filtrada Câmara Poluída 
FPP Câmara Filtrada Câmara Poluída Câmara Poluída 
PPP Câmara Poluída Câmara Poluída Câmara Poluída 
PPF Câmara Poluída Câmara Poluída Câmara Filtrada 
PFF Câmara Poluída Câmara Filtrada Câmara Filtrada 
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3.2 Exposição à poluição urbana 
Os animais foram expostos ao ar atmosférico de São Paulo em tempo 
integral, vinte e quatro horas por dia, mantidos em Câmaras de Intoxicação do 
Tipo Topo Aberto, localizadas no jardim da FMUSP, próximo a uma das 
estações da rede de monitoramento de poluição da Cetesb.  
A localização próxima a grandes avenidas e na parte central de São 
Paulo caracteriza a fonte de poluição como predominantemente automotiva. 
 
 
Figura 10. Representação esquemática das câmaras de intoxicação do tipo 
topo aberto, evidenciando a câmara controle, dotada de dispositivos de 
filtragem do ar e a câmara poluída, com bombeamento do ar sem aparato 
filtrante [adaptado de 156]. [156].  
 
A eficiência de funcionamento das câmaras foi aferida diariamente por 
amostragens do ambiente interno das concentrações de PM2,5, coletado por 
meio do Impactador Tipo “Harvard” em filtros de policarbonato e a 
concentração do material foi determinada gravimetricamente.  
Registros de temperatura e umidade relativa interna das câmaras foram 
também efetuados por meio de um termo-higrômetro digital (Soil Control, 
Tecnologia em Instrumentos do Solo, Ltda.). 
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Ambas as câmaras receberam fluxo contínuo de ar a 50L/min e o 
sistema das câmaras revelou-se normobárico. Na câmara filtrada, uma série 
de quatro filtros foi montada em série: o primeiro para grandes partículas 
(modelo TB; Purafil, São Paulo, Brasil), o segundo para substâncias químicas 
(Al2O3 plus KMnO4, Purafil) e o terceiro e quarto para partículas finas (modelos 
JFL-90 and HEPA; Purafil). 
 
 
Figura 11. Câmaras de intoxicação tipo topo aberto no jardim da FMUSP. (A) 
visão externa, (B) câmara filtrada e em (C), detalhe do aparato contendo no 
interior os filtros de partículas e o filtro químico, (D) visão interna, mostrando 
as estantes especiais e algumas gaiolas com camundongos em 
experimentação. 
 
No interior das câmaras, os animais foram mantidos sob as mesmas 
condições de temperatura e umidade. As câmaras possuem estrutura 
cilíndrica com 1,5m de diâmetro e 2,5m de altura, cobertas com plástico 





3.3 Massa corporal 
Após o período de acasalamento, todas as caixas foram verificadas 
diariamente para a documentação do dia do nascimento da prole e pesagem. 
Após a data de desmame (30 dias pós-nascimento), os animais foram 
pesados semanalmente, permitindo a geração da análise ponderal entre os 
grupos.  
 
3.4 Testes comportamentais 
Os testes comportamentais foram realizados em todos os grupos 
animais no momento em que esses completaram 3 meses de idade no início 
do experimento.  
 
3.4.1 Caixa de atividade 
Para a avaliação da atividade locomotora, os animais foram submetidos 
por 30 minutos à caixa de atividade (Opto-Varimex Mini Columbus 
Instruments, com 20 cm de largura × 40 cm de comprimento × 25 cm de 
altura), que detecta a locomoção por interrupções de pares de sensores 
fotoelétricos horizontais. Os resultados foram registrados como contagem total 
de movimentação a cada 5 minutos de avaliação. A temperatura da sala foi 




Figura 12. Caixas de atividade locomotora e sistema de detecção em 
camundongos. 
 
3.4.2 Modelo de Esquiva Passiva (ou Esquiva Inibitória) 
O modelo de esquiva envolve aprendizagem, medo e ansiedade, 
apresentando grande semelhança e homologia com quadros de fobias em 
humanos.  
O aparelho de esquiva era constituído por duas caixas acrílicas, ambas 
medindo 22 x 21 x 22 cm, conectadas por uma porta tipo guilhotina. As 
paredes da caixa ou compartimento seguro eram brancas, enquanto que o 
outro compartimento, onde os animais receberam o choque, era formado por 
paredes pretas e apresentavam, afixados em cada uma delas, alguns padrões 
visuais (2 quadrados de 5,5 x 5,5 cm e 3 de 4 x 4 cm feitos de cartolina 
branca). A tampa do aparelho era formada por um acrílico transparente que 
cobre os dois compartimentos. A base era formada por grades metálicas (cada 
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grade media 0,4 cm de diâmetro e distantes 1,2 cm uma da outra) conectadas 
a uma gerador de choque elétrico (Ugo Basile Model 7551), que produzia uma 
corrente de 1,0 mA e 1s de duração, ocasionando um choque nas patas do 
animal.  
 
Figura 13. Esquiva passiva (ou inibitória). O animal é primeiramente colocado 
no compartimento branco e, após a passagem da porta guilhotina, ele entra no 
compartimento de choque, com pistas visuais em preto e branco. 
 
Cada animal foi colocado dentro do compartimento claro do aparelho de 
esquiva. Após dez segundos a porta se abriu e, assim que o animal entrou 
com as quatro patas no compartimento de choque, a porta se fechou e 3 
choques nas patas (1 mA, 1s) foram dados com intervalos de 30s entre cada 
um. O tempo (latência) que o animal levou para passar ao compartimento de 
choque foi registrado. Sessenta segundos após o último choque o animal foi 
retirado do aparelho. O teste foi realizado 24h após o treino. Cada animal foi 
colocado novamente no compartimento claro do aparelho de esquiva e, após 
10s a porta se abriu, e o tempo que o animal levou para passar com as quatro 
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patas ao compartimento escuro foi registrado (latência do teste). Não foi 
apresentado nenhum choque nas patas durante esse dia.    
 
3.4.3 Labirinto em Cruz Elevado 
Consiste em um labirinto de madeira envernizada, em forma de cruz, 
medindo cada um dos quatro braços 50 cm de comprimento por 10 cm de 
largura e contendo um quadrado central de 12 x 12 cm. Dois desses braços 
são abertos e os outros dois são fechados por paredes laterais de 30 cm de 
altura. O labirinto fica elevado a 50 cm do piso. O animal foi colocado no 
interior de uma caixa móvel que fica encaixada no quadrado central do 
labirinto, de modo que ele não tenha visão dos braços do labirinto. Após 10 
segundos, a caixa foi removida e o animal, que se posiciona aleatoriamente 




Figura 14. Labirinto em cruz elevado. O animal pode explorar livremente os 
braços abertos e fechados do aparato durante o tempo do teste. 
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Os registros comportamentais se deram pelo número de entradas nos 
braços fechados (fuga) e pelo tempo permanecido nos braços abertos 
(esquiva). Cada animal foi acompanhado por 5 min, registrando o tempo gasto 
em cada braço do aparato, sendo posteriormente calculado o tempo de 
permanência nos mesmos [157]. 
 
3.4.4 Registro de sono 
 
3.4.4.1 Implante de eletrodos 
Os animais foram submetidos a uma cirurgia para a implantação de 
eletrodos para o monitoramento eletrocorticográfico (ECoG) e eletromiográfico 
(EMG) do sono, possibilitando assim classificar e quantificar suas diferentes 
fases. 
Para o registro da atividade elétrica cortical dos animais, como único 
intuito de caracterizar e quantificar o sono e suas respectivas fases (vigília, 
sono paradoxal e SOL), foram feitas duas derivações corticais bipolares 
longas e contralaterais. Uma de localização rostral, para o registro do ECoG 
com uma atividade theta mínima (eletrodos 1 e 2) e outro de localização 
caudal, para o registro do ECoG com máxima atividade theta , eletrodos 3 e 4  
[158]. Também foram implantados dois eletrodos no músculo dorsal do 
pescoço (trapézio), um do lado direito e outro do lado esquerdo, possibilitando 
assim o EMG, também necessário para a caracterização das fases do sono. 
Eletrodo 1: 1mm anterior ao bregma e 2mm à direita da sutura sagital; 
Eletrodo 2: 1mm anterior ao bregma e 2mm à direita da sutura sagital; 
Eletrodo 3: 3mm anterior ao bregma e 2mm à esquerda da sutura 
sagital; 
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Eletrodo 4: 3mm anterior ao bregma e 2mm à direita da sutura sagital; 
Eletrodo 5: músculo dorsal do pescoço (trapézio), lado esquerdo; 
Eletrodo 6: músculo dorsal do pescoço (trapézio), lado direito; 
 
A indução anestésica foi feita com a associação de cloridrato de 
ketamina, a 140,0mg/Kg, xilazina 4,0 mL/Kg e diazepam, a 5,5 mg/Kg, 
intraperitoneal. Após a administração anestésica, os animais foram 
submetidos a uma tricotomia na região superior da cabeça, sendo 
posteriormente fixados a um aparelho estereotáxico (Insight do Brasil).  
 
 
Figura 15. Aparelho estereotáxico para camundongos utilizado na cirurgia de 
implante de eletrodos para análise do sono.  
 
Na base do aparelho estereotáxico, foi colocada uma manta 
aquecedora, com o objetivo de manter a temperatura do animal entre 36 e 
38°C. A assepsia local foi feita com polividina. Como hemostático foi 
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administrado subcutaneamente, na região da futura incisão, cerca de 0,2mL 
de cloridrato de lidocaína com norepinefrina 1:50000. Foi feita uma incisão 
circular, com cerca de 1,0 cm de diâmetro, no escalpo do animal. A pele foi 
desprezada e o tecido subjacente removido, até expor a tábua óssea, sendo 
possível então visualizar as suturas interósseas. 
Em seguida, foram demarcadas as coordenadas estereotáticas, de 
acordo com as localizações descritas anteriormente. Com o auxílio de uma 
broca odontológica, foram feitos os quatro orifícios, com extrema cautela para 
não lesionar a dura-máter desses animais. Foram atarraxados quatro 
microparafusos (1,4mm de diâmetro) de aço inoxidável (eletrodos 1, 2, 3 e 4), 
também com cuidado para apenas tocarem a dura-máter (± 1,0mm de 
profundidade). Dessa maneira, foram minimizados quaisquer danos ao córtex 
cerebral dos animais, o que poderia influenciar nos padrões elétricos gerados. 
Todos os eletrodos corticais foram ligados, por fios de níquel-cromo 
revestidos com TeflonTM (California Fine WireTM, 0,008mm de diâmetro) a um 
conector, adaptado a partir de uma porta serial de informática modelo FC-14. 
Também foram implantados dois eletrodos (5 e 6) feitos de fio níquel-cromo 
revestidos com TeflonTM (California Fine WireTM, 0,004mm de diâmetro), no 
músculo dorsal do pescoço (trapézio), direito e esquerdo, possibilitando o 
registro eletromiográfico, necessário à caracterização do sono. 
O conector foi fixado ao crânio do animal com acrílico 
autopolimerazante odontológico. Tivemos o cuidado de não selar a pele da 
borda da ferida cirúrgica, o que poderia gerar uma gangrena, oriunda de um 
processo infeccioso anaeróbio. Também não deixamos espaços mortos ou 
disposição óssea durante o acabamento com o acrílico, justamente para 
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facilitar o processo de cicatrização e evitar complicações infecciosas, o que 
comprometeria a qualidade e durabilidade do implante. 
Os camundongos receberam uma dose de 0,5 mL/Kg, intramuscular, de 
uma suspensão poliantibiótica com estreptomicinas e penicilinas 
(Pentabiótico® WYETH®), como profilático ao risco de infecção. 
Em seguida, os camundongos foram levados para uma unidade de 
fototermoestimulação por aproximadamente 12 horas a fim de evitar o choque 
hipotérmico, comum no período pós-anestésico. Após este período, os 
animais foram levados para as suas gaiolas, com livre acesso à água e 




Os camundongos avaliados foram registrados por polígrafos digitais 
(Embla Medical, Reykjavik) de 16 canais. Cada animal foi registrado por meio 
de três canais, sendo dois para o registro de ECoG e o terceiro para o registro 
do EMG. A freqüência de amostragem do sinal foi de 200 Hz; a calibração foi 
padronizada em 50µV; a sensibilidade, ou ganho, foi de 15µV para o ECoG e 
de 30µV para o EMG; a constante de tempo ou filtro “passa baixo”, foi de 0,1 
segundo para o ECoG e de 0,03 segundos para o EMG; o filtro “passa alto”, 
foi ajustada a 35 Hz para o ECoG e 70 Hz para o EMG; o filtro de corrente 
alternada, para 60 Hz. 
Os animais foram colocados em gaiolas específicas (figura 16), com 
disponibilidade de água e comida, 24 horas anteriores ao início do registro 




Figura 16. Gaiolas especiais individuais para acoplagem do eletrodo ao 
sistema de polígrafos digitais, com livre acesso de água e ração. 
 
A aquisição do sinal foi automaticamente digitalizada e armazenada em 
disco rígido até a leitura. A leitura dos registros foi feita manualmente, 
utilizando-se o programa Somnologica e em épocas de 10 segundos, em que 
o traçado dominante por um período maior do que 50% da época 
caracterizariam a mesma. Em épocas em que, pela presença de artefatos e/ou 
ruídos, não fosse possível caracterizar a fase do sono, foi feita uma análise 
das épocas imediatamente anterior e posterior. Após a leitura de cada período 




Figura 17. Sistema de captação dos parâmetros eletrocorticográficos. Ao 
fundo, biotério com as gaiolas individuais acopladas ao sistema digital, à 
frente, computadores dotados de software utilizado para captar os parâmetros 
eletrocorticográficos para análise posterior.  
 
3.4.4.3 Parâmetros para análise 
Os parâmetros obtidos no registro polissonográfico foram: tempo de 
sono paradoxal, tempo em SOL, tempo de vigília e número de despertares.  
 
3.5 Eutanásia dos animais 
Dois dias após os testes comportamentais os animais foram 
eutanasiados por decapitação (exceto os animais utilizados no ECoG devido à 
manipulação e cirurgia), e as amostras de sangue foram utilizadas nas 
análises bioquímicas e os cérebros foram cuidadosamente retirados 
preservando-lhes a forma para análises auto-radiográficas. Todas as amostras 
foram armazenadas em freezer à temperatura de -80ºC. 
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3.5.1 Coleta e processamento de amostras 
O sangue foi coletado em tubos sem anticoagulante, contendo heparina 
ou EDTA. As amostras colhidas foram mantidas a 4°C até o momento da 
centrifugação para evitar qualquer alteração. 
Os tubos contendo heparina foram centrifugados a 3000rpm durante 10 
min a 4°C, para separação dos eritrócitos, que foram utilizados para os 
ensaios de GSHt, SOD, catalase, GPx e Hb. Após a retirada do plasma, 
adicionou-se o tampão de lavagem (NaPO4 10mM, NaCl 140mM, pH 7,4) aos 
eritrócitos e a mistura foi centrifugada a 3000rpm por 10min a 4°C. O tampão 
foi retirado do tubo após a centrifugação e o procedimento foi repetido por 
mais duas vezes, para a obtenção de uma massa eritrocitária. 
Foram separados 150µL dessa massa em um microtubo, aos quais 
foram adicionados 150µL de tampão de lavagem. Desta mistura retirou-se 
200µL que foram então adicionados a outro microtubo contendo 200 µL de 
HClO4 2M EDTA 4mM. Essa nova solução foi centrifugada a 14000rpm por 
2min à temperatura ambiente, e o sobrenadante (extrato ácido) foi então 
retirado para dosagem de GSHt. Os 100µL que restaram da preparação 
massa eritrocitária/tampão de lavagem foram utilizados para a dosagem de 
Hb. 
Para a análise da atividade das enzimas foi preparado um hemolisado 
por meio da adição de 50µL da massa eritrocitária a 450µL de solução de lise 
(EDTA 2,7mM – pH 7,0 e β-mercaptoetanol) em um outro microtubo. A 
dosagem de Hb para normalização dos cálculos das atividades enzimáticas foi 
realizada a partir deste mesmo hemolisado. 
Os tubos contendo EDTA foram centrifugados a 3000rpm durante 10 
min a 4°C, para a obtenção de plasma utilizado na dosagem de Hcy e Cys. 
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Todas as amostras processadas foram armazenadas a -80°C até a 
realização das dosagens. 
 
3.6 Análise bioquímica 
 
3.6.1 Análise das enzimas antioxidantes 
Os tubos de hemolisados foram retirados do freezer -80°C, 
descongelados em água corrente e congelados em seguida em um recipiente 
contendo gelo seco e acetona. Este procedimento foi repetido três vezes para 
realizar a lise da membrana plasmática dos eritrócitos. Os tubos foram então 
centrifugados a 15000rpm por 40min a 4ºC e o sobrenadante transferido para 
outros microtubos. 
Estas amostras foram utilizadas na análise da atividade das enzimas 
SOD, GPx e catalase. 
 
3.6.1.1 Determinação da atividade da superóxido dismutase 
A atividade de SOD eritrocitária foi determinada pelo método 
espectrofotométrico descrito por McCord e Fridovich [159]. 
A enzima xantina oxidase (XO) catalisa a transformação de xantina em 
ácido úrico, produzindo O2•- a partir do oxigênio molecular. A reação é 
acoplada à oxidação do citocromo c, que pode ser quantificada por 
espectrofotometria. A adição de SOD contida na amostra diminui a velocidade 
de oxidação do citocromo c, pela competição por O2•-. A atividade da SOD é 
medida na presença de cianeto, em concentração adequada à inibição da 
atividade da citocromo c oxidase. 
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O hemolisado foi diluído em tampão fosfato 0,05M pH 7,8 na proporção 
1:5. O meio de reação foi preparado utilizando a seguinte proporção: 18mL de 
tampão fosfato 0,05M pH 7,8, 3mL de citocromo c (100µM), 3mL de xantina 
(500µM), 3mL de EDTA (1mM) e 3mL de cianeto de potássio (200µM), para 
um volume final de 30mL de meio de reação. A XO foi diluída na proporção 
1:10, em tampão fosfato. A reação foi feita diretamente na cubeta de vidro 
colocando 10µL de hemolisado diluído, 10-12µL de XO (quantidade suficiente 
para que a absorbância fosse igual a 0,030/min no meio de reação sem 
amostra) e 1mL do meio de reação, com posterior agitação. Em seguida, 
realizou-se a leitura no espectrofotômetro em um comprimento de onda de 
550nm a 25ºC e a atividade foi calculada em U/mg Hb. Uma unidade (1U) é a 
quantidade de enzima necessária para inibir 50% da redução do citocromo C, 
por minuto, a 25ºC e pH 7,8. 
 
3.6.1.2 Determinação da atividade da glutationa peroxidase 
O ensaio para determinação da atividade da GPx eritrocitária foi 
baseado no método espectrofotométrico descrito por Sies e colaboradores 
[160], que utiliza nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzida 
(NADPH) como marcador de sua atividade. A reação se baseia na redução do 
hidroperóxido de t-butila (TBOOH) pela glutationa peroxidase, que usa o 
NADPH como redutor nesta reação. 
O hemolisado foi diluído em tampão fosfato de potássio 0,1M pH 7,0 na 
proporção 1:10. O meio de reação foi preparado utilizando a seguinte 
proporção: 30 mL de tampão Tris 0,1M EDTA 0,5 mM pH 8,0, 10µL (3U) de 
glutationa redutase, 0,005g de NADPH e 0,0092g de glutationa reduzida; para 
um volume final de 30mL de meio de reação. A reação foi feita diretamente na 
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cubeta de quartzo colocando-se 20µL de hemolisado diluído e 970mL do meio 
de reação com posterior agitação. Após isso, as cubetas foram incubadas por 
1min a temperatura ambiente e, em seguida, foram adicionados 10µL de 
TBOOH 50mM para acionar a reação. A leitura no espectrofotômetro foi feita a 
um comprimento de onda de 340nm por 3min a 37ºC e a atividade calculada 
em U/g Hb. 
 
3.6.1.3 Determinação da atividade da catalase eritrocitária 
O ensaio para determinação da atividade de catalase eritrocitária foi 
baseado no método espectrofotométrico descrito por Adamo e colaboradores 
[161], que avalia a velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio 
pela enzima. 
O hemolisado foi diluído em tampão fosfato 0,1M pH 7,0 na proporção 
1:20. O meio de reação foi preparado utilizando a seguinte proporção: 1mL de 
tampão Tris 1M EDTA 5mM pH 8,0, 18mL de H2O2 10mM e 1mL de água 
milliQ, para um volume final de 20mL de meio de reação. A reação foi feita 
diretamente na cubeta de quartzo colocando-se 10µL de hemolisado diluído e 
990mL do meio de reação com posterior agitação. A leitura no 
espectrofotômetro foi feita em comprimento de onda de 230nm a 37ºC e a 
atividade calculada em U/mg Hb. 
 
3.6.2 Dosagem de glutationa total (GSHt) 
A determinação da concentração de GSHt eritrocitária foi baseada no 
método espectrofotométrico descrito por Tietze [162]. 
Do extrato ácido armazenado a -80°C, foram retirados 150µL, os quais 
foram neutralizados com uma quantidade suficiente de hidróxido de potássio 
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2M e ácido propanosulfônico 3-[N-morfolino] 0,3M para atingir o pH 7,0. As 
amostras foram então centrifugadas a 14000rpm por 2min em temperatura 
ambiente. O sobrenadante foi retirado e depositado em um microtubo limpo e 
identificado. Foram retirados 10µL desse sobrenadante, colocando-os numa 
cubeta de vidro juntamente com: 990µL de tampão fosfato, 50µL de NADPH 
(240µM), 20µL de DTNB (ácido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzóico) 76µM e 20µL de 
glutationa redutase (0,12 U/mL). A leitura foi feita a 412nm e a concentração 
de glutationa expressa em µmol/g Hb. Nesse ensaio, o DTNB reage com a 
glutationa reduzida para a formação de 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB). 
 
3.6.3 Dosagem de hemoglobina 
A dosagem de Hb foi realizada para a normalização das atividades 
enzimáticas eritrocitárias e da concentração de GSHt entre as amostras. 
Aos tubos de ensaio foram adicionados 2,5mL de solução de Drabkin 
(Newprov) e 50 µL do hemolisado (para as amostras dos ensaios 
enzimáticos), ou 10µL da papa eritrocitária diluída (para as amostras do 
ensaio da GSHt). A solução foi agitada em vórtex e transferida para cubetas 
de vidro. As absorbâncias das amostras foram registradas em 535nm a 
temperatura ambiente, juntamente com um branco (somente a solução de 
Drabkin) e uma solução padrão de Hb (Doles Reagentes). Os valores 
referentes à concentração foram expressos em mg/mL. 
 
3.6.5 Dosagem de homocisteína e cisteína plasmáticas 
A dosagem dos níveis de Hcy e Cys plasmáticas foi baseada no método 
de Pfeiffer [163] para aplicação em cromatografia líquida de alto desempenho 
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(HPLC – high performance liquid chromatography) com detecção fluorimétrica 
e eluição isocrática. 
Para realizar a análise quantitativa, construiu-se uma curva de 
calibração a partir de 5 soluções de Hcy (em concentrações crescentes de 
3,125µM, 6,25µM, 12,5µM, 25,0µM e 50,0µM), outra curva com 5 soluções de 
Cys (em concentrações crescentes de 50µM, 100µM, 200µM, 400µM e 
800µM) e um padrão interno de cistamina com concentração constante de 
40µM. Por interpolação, o computador forneceu a equação correspondente à 
quantificação dos níveis de Hcy e Cys plasmáticas nos ensaios. 
As soluções de Hcy e Cys de concentrações conhecidas e as amostras 
a serem analisadas no HPLC passaram por uma seqüência de atividades para 
a reação, envolvendo as etapas redução, precipitação das proteínas e 
derivatização. 
Na etapa de redução, incubaram-se à temperatura ambiente por 30 
minutos, 50µL de plasma adicionado a 60µL de meio I, no qual havia tampão 
de fosfato de sódio (PBS), tricarboxi-etil-fosfina (TCEP) 10% e padrão interno 
(cistamina 40µM) diluído. Assim, ocorreu a redução dos adutos tióis e sua 
liberação das proteínas plasmáticas. 
Na etapa de precipitação das proteínas, adicionaram-se as amostras da 
etapa anterior a 100µL de ácido tricloroacético (TCA) na proporção de 0,5g em 
5mL, diluído em ácido etileno diamino tetra acético (EDTA). Após esta adição, 
cada amostra foi agitada no vórtex por 30 segundos e centrifugada a 
13000rpm por 10 minutos. 
Na etapa de derivatização, 50µL do sobrenadante foram transferidos 
para novos microtubos contendo cada um 185µL de meio II, composto por 
NaOH 1,55M; tampão borato 0,125M (pH 9,5) contendo 4 µmol/L de EDTA; e 
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7-fluorobenzeno-2-oxi-1,3-diazólico-4-sulfato de amônio (SBD-F) 1g/L. Após 
uma breve agitação, os microtubos foram incubados em banho maria a 60°C 
por 1 hora. O SBD-F, ao reagir com os grupamentos SH disponíveis, produziu 
um composto fluorescente. Para análise no HPLC, 200µL de cada amostra 
preparada foi transferida para um vial e colocada para leitura no aparelho. 
O equipamento de HPLC utilizado é da marca Shimadzu e é composto 
por um injetor automático de amostras SIL-10Advp, um detector de 
fluorescência RF-10AXL, uma coluna analítica C18 modelo Prodigy ODS2 
(150mm x 3,2mm e micropartículas de 5,0µm) e uma pré-coluna C18 modelo 
Alltech ODS (30mm x 3,2mm e micropartículas de 5,0µm). A separação é feita 
nas colunas, enquanto a detecção da fluorescência dos compostos separados 
é feita com detector ajustado para excitação a 385ηm e emissão a 515ηm. A 
análise cromatográfica foi realizada com uma fase móvel composta de tampão 
ácido acético/acetato 0,1M (pH 5,5) com 30mL/L de metanol grau 
cromatográfico num fluxo de 0,7mL/min. 
Após as primeiras dosagens de Hcy e Cys, também foi realizada uma 
nova troca de câmaras com alguns animais, originando dois novos grupos, o  
FFPF e o PPFP que, após a troca, se desenvolveram por mais seis meses na 
nova câmara, sendo igualmente eutanasiados após esse período e realizadas 
as dosagens de Hcy e Cys. 
 
3.7 Procedimento de auto-radiografia 
Dentre as várias técnicas utilizadas para quantificação de receptores 
cerebrais, os estudos auto-radiográficos se destacam por possibilitar a 
localização, distribuição e quantificação de receptores em estruturas 
anatômicas intactas, utilizando-se ligantes específicos marcados 
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radioativamente. Essa técnica foi extremamente importante para a obtenção 
de informações anatômicas entre os diferentes grupos experimentais. 
 De acordo às diferenças comportamentais encontradas nos testes 
descritos anteriormente foi realizado a análise por auto-radiografia de 
receptores de dopamina D1 e D2 e do transportador de dopamina (DAT), de 
forma a se verificar o envolvimento e possíveis alterações neuroquímicas de 
receptores às variações etológicas observadas. Escolheu-se primeiramente 
estudar os receptores de dopamina pelo envolvimento desses 
neuroreceptores em diversos comportamentos, como locomoção e 
aprendizagem. Adicionalmente a esse fato, os ensaios eram de fácil manuseio 
por tratar-se de um reagente cujo substrato possuía ligação ao trício, de meia-
vida curta, não proporcionando resíduos radioativos com necessidade de 
longo período de estocagem.  
  
3.7.1 Processamento histológico 
 Para o processamento histológico, os cérebros, depois de congelados 
em gelo seco e mantidos a -80ºC, foram seccionados em criostato (-20°C) da 
região do bulbo olfatório até a substância negra, em secções coronais de 
20µm de espessura. As secções foram organizadas lado a lado em lâminas 
gelatinadas mantidas a -80°C até o momento da marcação com os ligantes 
radioativos para receptores D1, D2 e DAT. 
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Figura 18. Lâminas evidenciando os cortes histológicos resultantes do cérebro 
de um animal, seccionado desde o bulbo olfatório até a substância negra. 
 
3.7.2 Marcação radioativa para receptor D1 de dopamina 
 Para a marcação do receptor D1 foi utilizado o ligante comercial [3H] 
SCH 23390 (85,0 Ci/mmol, Perkin Elmer Life Sciences). As lâminas contendo 
as secções cerebrais foram primeiramente pré-incubadas por 30 min em 
tampão contendo Tris-HCl 50mM, EDTA 1mM, CaCl2.2H2O 1,5 mM, MgCl2 
4mM e NaCl 120mM, pH 7,4, à temperatura de 37ºC. Após essa fase pré-
incubatória, as lâminas foram incubadas por 90 min em tampão contendo 2nM 
de [3H] SCH 23390, à temperatura ambiente. Os sítios inespecíficos foram 
marcados em secções adjacentes com a adição de 2μM de butaclamol. Após 
o término da incubação, as lâminas sofreram sucessivas lavagens com o 
intuito de se retirar o excesso de radioligante, sendo duas lavagens de 5 min 
em tampão gelado e uma lavagem de 1 min em água destilada fria.  
 
3.7.3 Marcação radioativa para receptor D2 de dopamina 
 Para a marcação do receptor D2 foi utilizado o ligante [3H] Raclopride 
(87,0 Ci/mmol, Perkin Elmer Life Sciences). As lâminas contendo as secções 
cerebrais foram primeiramente pré-incubadas por 15 min em tampão contendo 
Tris-HCl 50mM, EDTA 1mM, CaCl2.2H2O 1,5 mM, MgCl2 4mM e NaCl 120mM, 
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pH 7,4, à temperatura ambiente. Após essa fase, as lâminas foram incubadas 
por 120 min em tampão contendo 2nM de [3H] Raclopride, à temperatura 
ambiente. Os sítios inespecíficos foram marcados em secções adjacentes com 
a adição de 10μM de sulpiride. Após o término da incubação, as lâminas 
sofreram sucessivas lavagens com o intuito de se retirar o excesso de 
radioligante, sendo duas lavagens de 5 min em tampão gelado e uma lavagem 
de 1 min em água destilada fria.  
 
3.7.4 Marcação radioativa para transportador de dopamina  
Para a marcação do DAT foi utilizado o ligante [3H] WIN 35,428 (85,6 
Ci/mmol, Perkin Elmer Life Sciences). As lâminas contendo as secções 
cerebrais foram primeiramente pré-incubadas por 20 min em tampão gelado 
contendo fosfato de sódio monobásico 25mM, fosfato de sódio dibásico 25mM 
e NaCl 50mM, pH 7,7. Após essa fase, as lâminas foram incubadas por 120 
min em tampão gelado contendo 10nM de [3H] WIN 35,428, em cubas 
envoltas por gelo. Os sítios inespecíficos foram marcados em secções 
adjacentes com a adição de 30μM de cocaína. Após o término da incubação, 
as lâminas sofreram sucessivas lavagens para a retirada do excesso de 
radioligante, sendo três lavagens de 30s em tampão gelado e uma lavagem de 
10s em água destilada fria. 
  
3.7.5 Exposição, revelação e análise densitométrica dos resultados 
Após as lavagens, as lâminas foram secas com jatos de ar frio, 
organizadas e colocadas em um cassete de tungstênio na presença de 
padrões radioativos calibrados (Amersham Canadá, Oakville, ON). Cada 
cassete recebeu um filme de raio X sensível ao trítio (Kodak Biomax MR) e 
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ficou armazenado na temperatura de 4ºC por um período de 5 semanas, após 
a qual se pôde fazer a revelação dos mesmos (revelador Kodak D19 e fixador 
Kodak Rapid Fixer) e começar a última etapa, a análise da marcação 
radioativa por densitometria. Os grupos foram codificados caracterizando uma 
análise cega dos grupos e a quantificação dos receptores foi realizada 
utilizando um sistema de imagem computadorizada (M2 MCID System, 
Imaging Research Inc., St. Catharines, Ontário, Canadá), com resolução de 8 
bits por pixel, conforme relatado por Souza-Formigoni e colaboradores [164]. 
As regiões anatômicas foram definidas de acordo com o atlas de Franklin & 
Paxinos [165]. 
 
3.8 Análise estatística 
Para os dados de massa corporal ao nascimento, após a análise da 
normalidade, foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes, 
pois ao nascerem, os animais somente poderiam estar no interior da câmara 
filtrada ou da câmara poluída, ou seja, somente era possível a obtenção de 
dois grupos experimentais. 
A formação de seis grupos experimentais contemplando a divisão entre 
as fases do desenvolvimento em período gestacional, período de aleitamento 
(30 dias pós-nascimento) e período adulto (2 meses pós-desmame) 
dependendo da exposição à poluição urbana ou ao filtro, contribuiu para a 
análise estatística a partir de um valor dado às fases de exposição à poluição, 
sendo o número um (1), ou o número zero (0), caso o animal não tenha sido 
exposto aos poluentes aéreos. Uma descrição de como essa divisão foi 
realizada está mostrado na tabela 3 abaixo. 
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Tabela 3. Grupos experimentais formados e o valor atribuído a cada grupo em 
uma fase específica do desenvolvimento. Valor 1 dado à exposição à poluição 










FFF 0 0 0 000 
FFP 0 0 1 001 
FPP 0 1 1 011 
PPP 1 1 1 111 
PPF 1 1 0 110 
PFF 1 0 0 100 
 
A partir desses valores atribuídos, pôde-se chegar à formação de seis 
novos grupos, que aqui denominaremos de GRUPOS ESTATÍSTICOS, a partir 
dos seis grupos experimentais, considerando a exposição à poluição ou não 
em cada fase do desenvolvimento (gestacional, aleitamento e adulto), ou seja, 
como a maioria dos parâmetros (exceto massa corporal ao nascimento) foi 
obtida na idade de 3 meses, essa análise permitiu focar os resultados obtidos 
na fase do desenvolvimento crucial para a observação das diferenças 
estatísticas, seja a fase gestacional, de aleitamento ou a fase adulta. Uma 
diferença no grupo estatístico dos animais expostos à poluição no período de 
aleitamento significa que a exposição aos poluentes nesse período foi crucial 
para a observação dessa diferença, não importando em que câmara o animal 
permaneceu anteriormente ou posteriormente. Essa análise é possível, pois 
cada novo grupo estatístico abrange os antigos grupos experimentais, 
considerando as variações internas de cada tipo de exposição, sendo a 




Tabela 4. Grupos experimentais contidos nos grupos estatísticos para análise 
por modelo linear generalizado.  
         
 Grupos Estatísticos 
 Período Gestacional Período de Aleitamento Período adulto 
 0 1 0 1 0 1 
















Todas as análises foram realizadas utilizando o software STATISTICA 
6.0. Os dados foram todos representados como média ± erro padrão e o nível 
de significância estabelecido foi de p<0,05.  
O teste t de Student, além da análise da massa corporal ao nascimento, 
também foi utilizado nas situações em que não se verificou diferenças entre os 
seis grupos estatísticos, sendo realizado um teste t entre os grupos FFF e 
PPP, verificando se a exposição em tempo integral à poluição foi capaz de 
modificar alguns parâmetros analisados.   
 
3.9 Comitê de Ética e Pesquisa da UNIFESP 
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética da 
Universidade Federal de São Paulo, UNIFESP-EPM, nº 1226/06 (anexo 1), 
assim como os procedimentos radiológicos, foram aprovados pelo Núcleo de 




































4.1.1 Massa corporal ao nascimento 
A figura 19 ilustra a massa corporal ao nascimento, sendo apresentada 
como média + EP e valores extremos para cada câmara de exposição. Pode-
se observar que os filhotes submetidos ao período gestacional no interior da 
câmara poluída apresentaram uma diminuição da massa corporal de 
aproximadamente 12% quando comparados aos filhotes submetidos à câmara 
filtrada no período gestacional (p=0,00004, n=90 por grupo). A análise 
estatística foi realizada com o Teste t de Student para amostras 
independentes.  
 
Figura 19. Efeitos da exposição maternal aos poluentes atmosféricos sobre a 
massa corporal dos filhotes ao nascimento. Dados apresentados como média 
+ EP e valores extremos. Análise estatística realizada por teste t de Student, 

























4.1.2 Evolução da massa corporal ao longo do tempo 
Como forma de visualizar melhor o aumento da massa corporal ao longo 
do tempo, foi adotada a forma de tabela, uma vez que a forma gráfica 
dificultou o acompanhamento ao longo do tempo dos seis grupos estatísticos 
devido à grande densidade de grupos em um mesmo ponto, somando a 
colocação da barra de erros, além do fato de alguns valores serem muito 
próximos entre si, ocasionando sobreposições.   
A possibilidade da comparação do p estatístico também é uma vantagem, 
para o melhor acompanhamento da análise entre os grupos. 
Interessantemente, os grupos expostos à poluição no período gestacional e no 
período adulto, apresentaram diminuição na massa corporal na primeira 
medição pós-desmame. No entanto, o grupo exposto no período adulto não 
apresentou novamente diferenças estatísticas na segunda pesagem, 
contrariamente ao grupo exposto na gestação, que continuou apresentando 
menor massa corporal até a última pesagem, ao completar 3 meses. 
Curiosamente, o grupo exposto à poluição na fase de aleitamento apresentou 
até o período de 2 meses aproximadamente (quinta pesagem) maior massa 
corporal em relação aos demais grupos, porém essa diferença não perdurou 











Tabela 5. Acompanhamento da massa corporal pós-desmame entre os 
diferentes grupos estatísticos até a idade de 3 meses.  








 0 1 0 1 0 1 
         
31 dias 23,02 + 0,24 22,74 + 0,28  22,66 + 0,27 23,12 + 0,30  23,05 + 0,25 22,71 + 0,28 
p estatístico  0,014   0,006   0,029 
39 dias 29,43 + 0,21 28,84 + 0,24  29,05 + 0,20 29,23 + 0,26  29,06 + 0,20 29,22 + 0,25 
p estatístico  0,008   0,043   0,477 
47 dias 33,04 + 0,22 32,17 + 0,25  32,40 + 0,21 32,84 + 0,27  32,40 + 0,22 32,83 + 0,26 
p estatístico  0,00007   0,0009   0,481 
54 dias 35,66 + 0,23 35,61 + 0,25  35,29 + 0,23 36,00 + 0,25  35,68 + 0,23 35,59 + 0,25 
p estatístico  0,031   0,002   0,099 
62 dias 38,44 + 0,24 37,76 + 0,27  37,97 + 0,24 38,25 + 0,27  37,87 + 0,24 38,36 + 0,27 
p estatístico  0,010   0,048   0,932 
70 dias 39,20 + 0,25 38,43 + 0,28  38,73 + 0,25 38,94 + 0,29  38,59 + 0,25 39,09 + 0,28 
p estatístico  0,009   0,066   0,958 
78 dias 40,73 + 0,24 39,89 + 0,27  40,27 + 0,24 40,37 + 0,27  39,99 + 0,25 40,68 + 0,26 
p estatístico  0,0153   0,180   0,435 
86 dias 40,88 + 0,25 40,12 + 0,29  40,40 + 0,26 40,60 + 0,29  40,14 + 0,27 40,90 + 0,28 
p estatístico  0,030   0,165   0,386 
Análise por modelo linear generalizado, em vermelho, p<0,05, comparado ao 
respectivo grupo controle não exposto à poluição, n=60 por grupo 
experimental. 
 
4.2 Análises Bioquímicas 
 
4.2.1 Catalase, Superóxido Dismutase e Glutationa Peroxidase 
A atividade das enzimas eritrocitárias Catalase, SOD e GPx foi 
determinada espectrofotometricamente, sendo mostrado abaixo a média dos 
diferentes grupos. A análise pelo modelo linear generalizado evidenciou uma 
diminuição significante da atividade das três enzimas eritrocitárias nos grupos 
expostos à poluição atmosférica no período gestacional, indicando menor 
eficiência na defesa antioxidante quando comparado aos demais grupos. 
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Tabela 6. Atividade enzimática das enzimas eritrocitárias Catalase, SOD e 
GPx nos diferentes grupos, representada por média U/mg Hb ± EP. 
         
 Período Gestacional  Período de Aleitamento  Período Adulto 
 0 1  0 1  0 1 
         
Catalase  
(U/mg Hb) 16,95 + 0,44 16,00 + 0,42  16,24 + 0,50 16,67 + 0,38  16,35 + 0,53 16,58 + 0,34 
p estatístico  0,037   0,128   0,299 
SOD  
(U/mg Hb) 10,66 + 0,26 9,79 + 0,21   10,66 + 0,26 9,83 + 0,22  10,26 + 0,30 10,18 + 0,19 








5,01 136,2 + 4,83  
129,23 + 
4,82 143,25 + 4,77 
p estatístico  0,003   0,446   0,758 
         
Análise estatística realizada pelo modelo linear generalizado, em vermelho, 
p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo controle não exposto à 
poluição, n=15 por grupo experimental.  
 
4.2.2 Glutationa Total  
Após analisar o sistema enzimático de defesa antioxidante, seguiu-se com 
a análise dos níveis de GSHt eritrocitária, um antioxidante não-enzimático. 
A concentração do tripeptídeo GSHt foi determinada espectrofotome-
tricamente, sendo apresentados abaixo os valores médios obtidos para os 
diferentes grupos. A análise pelo modelo linear generalizado resultou em 









Tabela 7. Concentração de GSHt nos diferentes grupos, representada por 
média mmol/g Hb ± EP.  
                  
 Período Gestacional  Período de Aleitamento  Período Adulto 
  0 1   0 1   0 1 
         
GSHt  
(mmol/g Hb) 
6,80 + 0,17 7,14 + 0,20 
 
6,96 + 0,19 7,01 + 0,19 
 
7,05 + 0,22 6,93 + 0,17 
p estatístico   0,269     0,821     0,923 
                  
Análise estatística realizado pelo modelo linear generalizado, n=15 por grupo 
experimental. 
 
4.3 Dosagem de Homocisteína e Cisteína 
  
4.3.1 Dosagem aos 3 meses de idade 
 A dosagem de Hcy e Cys foi determinada por HPLC (cromatografia 
líquida de alto desempenho) para todos os grupos e o resultado obtido revelou 
uma diminuição significante tanto para a Hcy (p=0,013) quanto para a Cys 
(p=0,032) nos animais expostos no período adulto, sugerindo uma alteração 
desse parâmetro por exposições mais recentes à poluição, ou seja, 
exposições mais próximas à idade da eutanásia dos animais (tabela 8). 
 
Tabela 8. Dosagem de Hcy e Cys nos diferentes grupos experimentais. 
         
 Período Gestacional Período de Aleitamento  Período Adulto 
 0 1 0 1  0 1 
         
Homocisteína 
(µM) 4,06 + 0,14 4,15 + 0,16  4,09 + 0.15 4.12 + 0.15  4,33 + 0,17 3,88 + 0,11 
p estatístico  0,404   0,186   0,013 
Cisteína 
 (µM) 189,33 + 3,10 196,68 + 3,89  191,89 + 3.93 186,35 + 4,93  199,46 + 4,01 179,21 + 4,20
p estatístico  0,142   0,664   0,032 
 
Análise estatística realizado pelo modelo linear generalizado, em vermelho, 
p<0,05, comparado ao respectivo grupo controle não exposto à poluição n=15 
por grupo experimental. 
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4.3.2 Confirmação do efeito de recência nas alterações entre Hcy e Cys 
 Para confirmar se as alterações nas concentrações de Hcy e Cys eram 
devido a uma exposição à poluição recentemente ao período de eutanásia e 
dosagem, foi realizado um experimento adicional onde animais pertencentes 
ao grupo PPF e FFP foram submetidos novamente a uma troca de câmaras, 
gerando os grupos: PPFP e FFPF. Os animais foram eutanasiados após 6 
meses adicionais de exposição aos poluentes ou ao ar filtrado na nova 
condição e verificou-se se os níveis de Hcy e Cys continuaram seguindo o 
mesmo padrão observado nos grupos anteriores, ou seja, a diferença 
observada para a exposição à poluição no período adulto era resultado de 
uma exposição recente aos poluentes, sugerindo uma dinâmica nos níveis 
desses dois elementos no organismo exposto. 
 Na análise da concentração de Hcy foi confirmada essa hipótese de 
recência de exposição, uma vez que os animais que apresentaram diminuição 
da Hcy foram os animais submetidos à exposição à poluição no último período 




























Figura 20. Concentrações plasmáticas de Hcy. A letra F corresponde a 
submissão à câmara filtrada em uma fase do desenvolvimento e a letra P 
significa submissão à câmara poluída. Dados apresentados como média + EP. 
Análise estatística por Teste t de Student, *p=0,033, n=5 por grupo. 
 
 Resultados similares foram observados para a dosagem de Cys, 
também confirmando a hipótese anteriormente apresentada de recência de 
exposição como fator de mudança nos níveis plasmáticos de Hcy e Cys 























Figura 21. Concentrações plasmáticas de Cys. A letra F corresponde a 
submissão à câmara filtrada em uma fase do desenvolvimento e a letra P 
significa submissão à câmara poluída. Dados apresentados como média + EP. 
Análise estatística por Teste t de Student, *p=0,051, n=5 por grupo. 
 
4.4 Estudos comportamentais 
 
4.4.1 Labirinto em cruz elevado 
Esse teste permite a análise comportamental do que podemos considerar 
um quadro de ansiedade do animal, sendo refletido pelas diferenças entre 
entradas nos braços abertos ou fechados do aparato e o número de entradas 
em cada braço do mesmo.  
 
Tempo nos braços abertos e fechados 
Em relação ao tempo gasto nos braços abertos ou nos braços fechados, 
não houve diferenças estatisticamente significantes para esse parâmetro 
analisado entre os grupos (tabela 9).  
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Número de entradas nos braços abertos e fechados 
Os dados analisados do teste comportamental de labirinto em cruz elevado 
revelaram uma diminuição significante no número de entradas nos braços 
abertos pelo grupo exposto aos poluentes aéreos na fase adulta de três 
meses, comparado aos demais grupos, sugerindo um comportamento ansioso 
para o grupo submetido a esse protocolo de exposição. Por outro lado, o 
número de entradas nos braços fechados não apresentou diferenças 




















Tabela 9. Comportamento dos seis grupos estatísticos no labirinto em cruz 
elevado, demonstrado pelo número de entradas e tempo de permanência nos 
braços abertos ou fechados. Dados apresentados como média + EP. 
         
 Período Gestacional  Período de Aleitamento  Período Adulto 
 0 1  0 1  0 1 




2,80 + 0,28 3,08 + 0,30  3,11 + 0,29 2,79 + 0,29  3,62 + 0,28 2,35 + 0,27 




8,59 + 0,73 8,48 + 0,69  7,89 + 0,65 9,11 + 0,75  8,78 + 0,70 8,33 + 0,72 
p estatístico  0,240   0,067   0,178 
Tempo Braços 
Abertos 25,61 + 2,95 30,64 + 3,03  28,52 + 2,93 27,64 + 3,08  32,70 + 2,72 24,07 + 3,08 




5,27 223,38 + 5,22  225,37 + 5,21 233,21 + 5,35  223,49 + 5.61 234,65 + 4,94 
p estatístico  0,074   0,146   0,829 
Eventos 
Urinários 0,07 + 0,04 0,100 + 0,06  0,18 + 0,07 0,000  0,16 + 0,07 0,02 + 0,02 
p estatístico  0,333   0,026   0,600 
Número de 
bolos fecais 0,80 + 0,27 1,29 + 0,27  1,27 + 0,30 0,83 + 0,23  1,31 + 0,30 0,81 + 0,24 
p estatístico  0,132   0,156   0,926 
 
Tempo nos braços abertos e fechados medidos em segundos.  
Análise estatística realizada pelo modelo linear generalizado, em vermelho, 
p<0,05, comparado ao respectivo grupo controle não exposto à poluição, n=12 
por grupo experimental. 
 
4.4.2 Caixa de Atividade Locomotora 
 
4.4.2.1 Ambulação Vertical  
Os dados analisados no teste de atividade locomotora revelaram um 
aumento significante no número de contagens verticais para os animais 
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expostos à poluição urbana no período adulto após os 5 minutos iniciais no 
aparato, sugerindo alterações nesse tipo de comportamento devido a 
exposições recentes aos poluentes aéreos. 
 
Tabela 10. Atividade locomotora vertical em camundongos submetidos à caixa 
de atividade locomotora sob diferentes tipos de exposição à poluição 
atmosférica. Dados apresentados como média do nº de contagens ± EP. 
         
Período Gestacional  Período de Aleitamento  Período Adulto Ambulação 
Vertical 0 1  0 1  0 1 
         
5 min iniciais 312,02 + 8,4 306,84 + 10,2  298,07 + 8,4 320,47 + 9,9  294,37 + 8,4 324,79 + 9,7
p estatístico  0,770   0,301   0,128 
Entre 5 e 10 min 285,92 + 8,6 286,12 + 7,7  271,14 + 8,0 300,56 + 7,6  268,3 + 7,4 304,14 + 7,9
p estatístico  0,903   0,156   0,022 
Entre 10 e 15 min 288,86 + 8,6 283,88 + 6,4  278,67 + 8,1 293,84 + 6,8  269.49 + 5,07 303,60 + 8,8
p estatístico  0,741   0,839   0,006 
Entre 15 e 20 min 273,79 + 7,3 272,61 + 6,9  267,81 + 7,8 278,44 + 6,4  258,77 + 7,6 287,95 + 5,7
p estatístico  0,394   0,742   0,005 
         
Análise estatística realizada pelo modelo linear generalizado, em vermelho, 
p<0,05 comparado ao respectivo grupo controle não exposto à poluição, n=12 
por grupo experimental. 
 
4.4.2.2 Ambulação horizontal 
Os dados em relação à atividade locomotora horizontal revelaram um 
aumento significante no número de contagens para os animais expostos no 
período adulto à poluição ambiental de São Paulo, quando comparados aos 





Tabela 11. Atividade locomotora horizontal em camundongos submetidos à 
caixa de atividade sob diferentes tipos de exposição à poluição do ar. Dados 
apresentados como média do nº de contagens ± EP. 
         
Período Gestacional  Período de Aleitamento  Período Adulto Ambulação 
Horizontal 0 1  0 1  0 1 
         











p estatístico  0.846   0,178   0,189 











p estatístico  0,804   0,300   0,039 











p estatístico  0,741   0,376   0,026 











p estatístico  0,990   0,871   0,006 
         
Análise estatística realizada pelo modelo linear generalizado, em vermelho, 
p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo controle não exposto à 
poluição, n=12 por grupo experimental. 
 
4.4.2.3 Locomoção total 
Os resultados da atividade locomotora total (vertical + horizontal) 
revelaram um aumento significante no número de contagens para os animais 
expostos no período adulto à poluição de São Paulo, comparado aos grupos 








Tabela 12. Atividade locomotora total em camundongos submetidos à caixa 
de atividade sob diferentes tipos de exposição à poluição atmosférica de São 
Paulo. Dados apresentados em média do nº de contagens ± EP. 
         
Período Gestacional  Período de Aleitamento  Período Adulto 
Ambulação Total 
0 1  0 1  0 1 
         











p estatístico  0,824   0,179   0,157 











p estatístico  0,816   0,242   0,027 











p estatístico  0,718   0,419   0,011 











p estatístico  0,847   0,955   0,003 
         
Análise estatística realizada pelo modelo linear generalizado, em vermelho, 
p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo controle não exposto à 
poluição, n=12 por grupo experimental. 
 
4.4.2.4 Efeito da novidade entre dois grupos 
 No teste estatístico aplicado de modelo linear generalizado, 
consideram-se as diferenças para um determinado período do 
desenvolvimento em comparação com os outros períodos, porém, quando 
uma diferença não é observada, pode-se aplicar um teste t de Student entre 
os grupos FFF e PPP, ou seja, viver em tempo integral em uma das câmaras 
pode acarretar mudanças nos parâmetros analisados. No entanto, isso 
somente é realizado quando não há diferenças estatísticas encontradas pelo 
método de modelo linear generalizado, pois os grupos FFF e PPP contêm os 
períodos em questão (gestacional, aleitamento e adulto).  
Na figura 22, pode-se observar que há diferenças estatísticas para a 
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locomoção vertical (p=0,044) e uma tendência ao aumento para a ambulação 
horizontal (p=0,053) no grupo PPP. Esse efeito nos cinco primeiros minutos é 
importante de ser observado, pois representa o efeito à novidade dos 


























Figura 22. Ambulação vertical e horizontal entre os grupos FFF e PPP. Dados 
mostrados como média + EP, análise estatística realizada por teste t de 
Student para amostras independentes. *p=0,044, #p=0,053, n=14 por grupo 
experimental. 
 
4.4.3 Esquiva Passiva 
 
4.4.3.1 Latência do treino e do teste 
 O teste de esquiva passiva é dividido em duas etapas: no primeiro dia 
mediu-se a latência do animal para a passagem ao compartimento de choque, 
mostrado na tabela a seguir (tabela 13) e no segundo dia, mediu-se a mesma 
latência, porém não sendo apresentado choque algum ao animal. Houve um 
aumento significante da latência do treino no grupo exposto à poluição no 
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período pós-natal, podendo sugerir menor atividade exploratória por esses 
animais em relação aos outros grupos. Quanto à latência no dia do teste, 
nenhum grupo diferiu significantemente, ou seja, todos parecem se recordar 
do compartimento o qual lhes era apresentado um estímulo aversivo (tabela 
13). 
 
Tabela 13. Latência para entrada no compartimento escuro do aparato de 
esquiva no dia do treino e no dia do teste para todos os grupos. Dados 
apresentados em média em segundos ± EP. 
               
 Período Gestacional Período de Aleitamento Período Adulto 
  0 1 0 1  0 1 
         
Latência do Treino  34,87 + 3,4 40,46 + 4,3  28,34 + 2,8 46,84 + 4,2  29,62 + 2,7 44,39 + 4,2
p estatístico  0,171   0,046   0,017 
Latência do Teste  266,7 + 10,2 280,8 + 8,0  266,4 + 10,9 280,7 + 7,2  275,3 + 8,8 272,1 + 9,6
p estatístico   0,569   0,434   0,867 
 
Análise estatística realizada pelo modelo linear generalizado, em vermelho, 
p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo controle não exposto à 
poluição, n=15 por grupo experimental. 
 
4.4.4 Análise dos parâmetros de sono 
A arquitetura do sono nos diferentes grupos foi aferida por 
eletrocorticograma acompanhado por registro de 48h, sendo avaliado 
manualmente em épocas de 10s e as médias de cada parâmetro geradas para 
cada 12h, sendo separados os mesmos parâmetros para o ciclo claro (07h-
19h) e ciclo escuro (19h-07h). Assim, tabelas foram geradas para os 
diferentes grupos experimentais explicitando alguns dos principais parâmetros, 
como tempo em vigília, tempo em sono paradoxal, tempo em SOL e número 
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de despertares, porém, não se observaram diferenças estatísticas entre os 
grupos, tanto para o ciclo claro, quanto para o ciclo escuro analisado.  
 
Tabela 14. Análise das fases do sono e vigília nos diferentes grupos 
estatísticos. Dados apresentados em média em minutos + EP. 
         
 Período Gestacional Período de Aleitamento Período Adulto 
Ciclo claro 
07h-19h 0 1 0 1 0 1 
         
Tempo total em 
vigília 352,7 + 8,5 356,1 + 7,4 346,5 + 7,3 361,4 + 8,1 357,9 + 7,7 351,2 + 8,1 
p estatístico  0,358  0,075  0,188 
Tempo em sono 
paradoxal 48,7 + 2,1 43,2 + 2,5 48,3 + 2,4 43,5 + 2,3 44,4 + 2,5 47,4 + 2,3 
p estatístico  0,569  0,339  0,411 
Tempo em SOL 314,6 + 7,5 317,5 + 7,7 321,4 + 6,9 311,6 + 7,8 317,8 + 7,7 314,4 + 7,5 
p estatístico  0,407  0,247  0,725 
Número de 
despertares 209,3 + 7,7 217,3 + 8,1 222,1 + 8,8 206,2 + 6,8 218,4 + 8,8 208,7 + 6,9 
p estatístico  0,151  0,066  0,839 
         
 Período Gestacional Período de Aleitamento Período Adulto 
Ciclo escuro 
19h-07h 0 1 0 1 0 1 
         
Tempo total em 
vigília 371,0 + 10,9 364,8 + 16,2 370,6 + 11,4 365,4 + 15,5 360,2 + 13,6 374,9 + 14,1 
p estatístico  0,855  0,635  0,420 
Tempo em sono 
paradoxal 50,9 + 2,6 48,6 + 2,2 49,8 + 2,7 49,6 + 2,2 49,6 + 2,1 49,8 + 2,6 
p estatístico  0,442  0,692  0,771 
Tempo em SOL 298,2 + 10,3 306,6 + 14,8 299,6 + 11,0 304,9 + 14,0 310,2 + 12,9 295,2 + 12,7 
p estatístico  0,955  0,660  0,412 
Número de 
despertares 201,6 + 9,3 192,1 + 10,5 203,7 + 11,2 190,1 + 8,6 200,5 + 8,6 192,7 + 11,3 
p estatístico  0,685  0,674  0,624 
 
Análise por modelo linear generalizado, n=5 por grupo experimental. SOL, 
sono de ondas lentas. 
 
Além dos parâmetros mostrados na tabela, também foram avaliados: 
número de transições entre os estágios de sono, número de despertares a 
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partir do sono paradoxal, tempo total de sono e média de duração dos 
episódios de sono paradoxal. Nenhum desses parâmetros apresentou 
diferenças estatísticas entre os grupos. 
Haja vista que nenhuma diferença foi encontrada entre os grupos 
estatísticos, aplicou-se portanto, o teste t de Student entre os grupos FFF e 
PPP, para os mesmos parâmetros e, interessantemente, tanto no ciclo claro, 
quanto no ciclo escuro encontraram-se diferenças estatísticas relevantes.  
Os gráficos a seguir ilustram essas diferenças encontradas entre os grupos 
FFF e PPP. Para o tempo total em vigília, ambos os períodos de análise (claro 
e escuro) apresentaram diferenças entre os grupos, com aumento do tempo 
em vigília para o grupo PPP (p=0,020 para o ciclo claro e p=0,025 para o ciclo 






























Figura 23. Tempo em vigília para os grupos experimentais que se 
desenvolveram em tempo integral na câmara filtrada (FFF) ou na câmara 
poluída (PPP). Dados apresentados como média + EP. Análise por teste t de 




 A análise do tempo de SOL revelou uma diminuição significativa no 
grupo PPP em relação ao FFF para o ciclo claro (p=0,037), porém não se 
observaram diferenças estatisticamente significantes para esses grupos no 

































Figura 24. Tempo em SOL para os grupos experimentais que se 
desenvolveram em tempo integral na câmara filtrada (FFF) ou na câmara 
poluída (PPP). Dados apresentados como média + EP. Análise por teste t de 
Student, p=0,037 para o ciclo claro e p=0,272 para o ciclo escuro, n=5 por 
grupo experimental. 
 
 Os resultados obtidos em relação ao sono paradoxal entre os grupos 
FFF e PPP revelaram uma diminuição nesse estágio do sono para os animais 
expostos à poluição no período escuro (p=0,031), enquanto para o período 































Figura 25. Tempo em sono paradoxal para os grupos experimentais que se 
desenvolveram em tempo integral na câmara filtrada (FFF) ou na câmara 
poluída (PPP). Dados apresentados como média + EP. Análise por teste t de 
Student, p=0,284 para o ciclo claro e p=0,031 para o ciclo escuro, n=5 por 
grupo experimental. 
 
 Por fim, o número de despertares foi avaliado entre os grupos, mas 
nenuma diferença estatística foi encontrada entre os grupos para esse 























Figura 26. Número de despertares para os grupos experimentais que se 
desenvolveram em tempo integral na câmara filtrada (FFF) ou na câmara 
poluída (PPP). Dados apresentados como média + EP. Análise por teste t de 
Student, p=0,722 para o ciclo claro e p=0,115 para o ciclo escuro, n=5 por 
grupo experimental. 
 
4.4.5 Análise de neuroreceptores 
 
4.4.5.1 Receptor D1 de dopamina 
O receptor D1 de dopamina foi analisado por auto-radiografia e as regiões 
anatômicas correspondentes ao caudado putâmen (estriado), núcleo 
accumbens, tubérculo olfatório e substância negra foram quantificadas e 
comparadas entre os grupos. A tabela 15 mostra os valores médios obtidos 
para as diferentes regiões, sendo que o caudado putâmen foi dividido em 
parte anterior (CPuA), posterior (CPuP), dorsomedial (CPuDM), dorsolateral 
(CPuDL) e ventrolateral (CPuVL), o núcleo accumbens foi dividido em Core 
(AcbC) e Shell (AcbS) e a sigla TO significa tubérculo olfatório. A quantificação 
das distintas regiões neuroanatômicas revelou uma diminuição significante de 
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receptores D1 na região da substância negra nos animais expostos à poluição 
no período gestacional (p=0,024), enquanto que para as outras regiões não se 

























Tabela 15. Análise quantitativa por auto-radiografia dos neuroreceptores D1 
de dopamina entre os diferentes grupos estatísticos. Dados expressos em 
média μCi/g + EP. 
                  
 Período Gestacional  Período de Aleitamento  Período Adulto 
  0 1  0 1  0 1 
         
CPuA 2,77 + 0,10 2,80 + 0,06 2,84 + 0,08 2,72 + 0,09 2,82 + 0,08 2,74 + 0,09 
p estatístico  0,629  0,322  0,963 
CPuDM 2,49 + 0,10 2,45 + 0,10 2,52 + 0,10 2,43 + 0,09 2,50 + 0,10 2,45 + 0,10 
p estatístico  0,843  0,698  0,827 
CPuDL 2,45 + 0,10 2,41 + 0,10 2,48 + 0,10 2,39 + 0,10 2,45 + 0,10 2,41 + 0,10 
p estatístico  0,881  0,689  0,883 
CPuVL 2,70 + 0,07 2,62 + 0,09 2,64 + 0,09 2,68 + 0,07 2,63 + 0,09 2,69 + 0,08 
p estatístico  0,471  0,605  0,962 
CPuP 2,27 + 0,09 2,17 + 0,10 2,27 + 0,09 2,17 + 0,10 2,27 + 0,09 2,18 + 0,10 
p estatístico  0,394  0,952  0,418 
Acb Core 2,23 + 0,08 2,24 + 0,08 2,25 + 0,08 2,22 + 0,08 2,29 + 0,08 2,17 + 0,09 
p estatístico  0,694  0,781  0,290 
Acb Shell 2,22 + 0,09 2,21 + 0,09 2,23 + 0,09 2,20 + 0,10 2,28 + 0,08 2,15 + 0,10 
p estatístico  0,483  0,609  0,223 
TO 2,48 + 0,09 2,54 + 0,08 2,56 + 0,07 2,46 + 0,10 2,55 + 0,07 2,46 + 0,10 
p estatístico  0,514  0,423  0,963 
Substância 
Negra 1,89 + 0,02 1,85 + 0,02 1,87 + 0,02 1,87 + 0,02 1,87 + 0,02 1,87 + 0,02 
p estatístico  0,024  0,347  0,141 
         
         
 
   
CPuA, caudado putâmen anterior; CPuDM, caudado putâmen dorsomedial; 
CPuDL, caudado putâmen dorsolateral; CPuVL, caudado putâmen 
ventrolateral, CPuP, caudado putâmen posterior; Acb Core, núcleo accumbens 
core; Acb Shell, núcleo accumbens shell; TO, tubérculo olfatório.  
Análise por modelo linear generalizado, em vermelho p<0,05 quando 




4.4.5.2 Receptor D2 de dopamina 
O receptor D2 de dopamina foi analisado por auto-radiografia e as regiões 
anatômicas correspondentes ao caudado putâmen (estriado), núcleo 
accumbens, tubérculo olfatório e substância negra foram quantificadas e 
comparadas entre os grupos. O caudado putâmen foi dividido em CPuA, 
CPuP, CPuDM, CPuDL e CPuVL. A quantificação dessas regiões 
neuroanatômicas mostrou um aumento significante de receptores D2 na 
região da substância negra para os animais expostos à poluição no período de 
aleitamento (p=0,036). Diferenças entre 0,05<p<0,07 foram encontradas para 
a região do tubérculo olfatório, novamente um aumento de receptores D2 no 
grupo exposto à poluição no período do aleitamento (p=0,054) e uma 
diminuição de receptores na região da substância negra para o grupo exposto 
na fase adulta aos poluentes aéreos (p=0,067). Para as demais regiões não 














Tabela 16. Análise quantitativa por auto-radiografia dos neuroreceptores D2 
de dopamina entre os diferentes grupos estatísticos. Dados expressos em 
média μCi/g + EP. 
                  
 Período Gestacional Período de Aleitamento Período Adulto 
  0 1 0 1 0 1 
         
CPuA 0,71 + 0,01 0,69 + 0,02 0,70 + 0,01 0,70 + 0,02 0,70 + 0,01 0,69 + 0,02 
p estatístico  0,243  0,389  0,285 
CPuDM 0,77 + 0,01 0,77 + 0,01 0,77 + 0,01 0,76 + 0,01 0,77 + 0,01 0,76 + 0,01 
p estatístico  0,586  0,395  0,783 
CPuDL 0,63 + 0,01 0,63 + 0,01 0,63 + 0,01 0,63 + 0,01 0,63 + 0,01 0,63 + 0,01 
p estatístico  0,745  0,986  0,75 
CPuVL 0,84 + 0,01 0,82 + 0,01 0,84 + 0,01 0,82 + 0,01 0,84 + 0,01 0,83 + 0,01 
p estatístico  0,273  0,490  0,551 
CPuP 0,67 + 0,01 0,66 + 0,01 0,67 + 0,01 0,65 + 0,01 0,66 + 0,01 0,67 + 0,01 
p estatístico  0,724  0,103  0,214 
Accumbens 0,51 + 0,01 0,50 + 0,01 0,50 + 0,01 0,51 + 0,01 0,51 + 0,01 0,50 + 0,01 
p estatístico  0,377  0,440  0,517 
TO 0,51 + 0,01 0,50 + 0,01 0,49 + 0,01 0,51 + 0,01 0,50 + 0,01 0,51 + 0,01 
p estatístico  0,143  0,054  0,440 
Substância 
Negra 0,28 + 0,01 0,28 + 0,01 0,27 + 0,01 0,29 + 0,01 0,28 + 0,01 0,27 + 0,01 
p estatístico  0,292  0,036  0,067 
          
         
 
CPuA, caudado putâmen anterior; CPuDM, caudado putâmen dorsomedial; 
CPuDL, caudado putâmen dorsolateral; CPuVL, caudado putâmen 
ventrolateral, CPuP, caudado putâmen posterior; Acb, núcleo accumbens; TO, 
tubérculo olfatório.  
Análise por modelo linear generalizado, em vermelho p<0,05 quando 





4.4.5.3 Transportador de dopamina 
O DAT foi analisado por auto-radiografia e as regiões anatômicas 
correspondentes ao caudado putâmen (estriado), núcleo accumbens, 
tubérculo olfatório e substância negra foram quantificadas e comparadas entre 
os grupos. A tabela 17 mostra os valores médios obtidos para as diferentes 
regiões, sendo que o caudado putâmen foi dividido em CPuA, CPuP, CPuDM, 
CPuDL e CPuVL e o núcleo accumbens em AcbC e AcbS. A análise dessas 
regiões neuroanatômicas revelou uma diminuição significante do DAT na 
maioria das estruturas no período de aleitamento, exceto na substância negra, 
enquanto que para a região CPuDL, os níveis de DAT revelaram-se 

















Tabela 17. Análise quantitativa por auto-radiografia do transportador de 
dopamina entre os diferentes grupos estatísticos. Dados expressos em média 
μCi/g + EP. 
                  
 Período Gestacional  Período de Aleitamento  Período Adulto 
  0 1  0 1  0 1 
         
CPuA 1,893 + 0,06 1,848 + 0,06 1,967 + 0,05 1,771 + 0,05 1,855 + 0,06 1,886 + 0,06 
p estatístico  0,252  0,0028  0,091 
CPuDM 1,960 + 0,04 1,972 + 0,05 2,051 + 0,05 1,877 + 0,03 1,977 + 0,05 1,955 + 0,04 
p estatístico  0,071  0,0008  0,125 
CPuDL 1,656  + 0,04 1,668 + 0,05 1,750 + 0,05 1,570 + 0,02 1,652 + 0,05 1,672 + 0,04 
p estatístico  0,011  0,00006  0,015 
CPuVL 2,191 + 0,04 2,157 + 0,05 2,279 + 0,05 2,073 + 0,03 2,191 + 0,05 2,151 + 0,04 
p estatístico  0,293  0,0005  0,180 
CPuP 1,839 + 0,05 1,755 + 0,06 1,883 + 0,05 1,707 + 0,04 1,763 + 0,05 1,835 + 0,05 
p estatístico  0,498  0,005  0,055 
Acb Core 1,153 + 0,03 1,112 + 0,03 1,185 + 0,02 1,079 + 0,03 1,132 + 0,02 1,134 + 0,03 
p estatístico  0,683  0,008  0,303 
Acb Shell 1,396 + 0,04 1,385 + 0,04 1,460 + 0,04 1,320 + 0,03 1,386 + 0,04 1,394 + 0,04 
p estatístico  0,116  0,001  0,086 
TO 1,180 + 0,03 1,160 + 0,03 1,213 + 0,03 1,126 + 0,03 1,152 + 0,03 1,188 + 0,03 
p estatístico  0,223  0,008  0,053 
Substância 
Negra 0,973 + 0,02 0,963 + 0,03 0,976 + 0,02 0,959 + 0,03 0,966 + 0,03 0,970 + 0,02 
p estatístico  0,996  0,650  0,827 
                  
         
 
CPuA, caudado putâmen anterior; CPuDM, caudado putâmen dorsomedial; 
CPuDL, caudado putâmen dorsolateral; CPuVL, caudado putâmen 
ventrolateral, CPuP, caudado putâmen posterior; Acb Core, núcleo accumbens 
core; Acb Shell, núcleo accumbens shell; TO, tubérculo olfatório.  
Análise por modelo linear generalizado, em vermelho p<0,05 quando 
comparado ao respectivo grupo controle não exposto à poluição, em azul 
0,05<p<0,07. 
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4.4.6. Análise dos poluentes atmosféricos 
 
4.4.6.1 Geração parental 
 A geração parental foi distribuída entre as câmaras filtrada e poluída, e 
se desenvolveu até os três meses de idade, momento em que foi realizado o 
cruzamento desses animais. Os poluentes aéreos aos quais foram expostos 
no período pré-gestacional estão mostrados na figura 27, a partir de medições 


































































Figura 27. Concentração semanal dos poluentes aéreos medidos pela 
estação da CETESB Cerqueira César, para a exposição da geração parental. 
Dados expressos para os poluentes SO2, PM 10 e NO2 em média μg/m3 e 




4.4.6.2 Níveis dos poluentes aéreos no período gestacional 
 A geração parental foi acasalada no interior das respectivas câmaras e 
os poluentes aéreos do período gestacional foram medidos pela estação da 




























Figura 28. Concentração semanal dos poluentes aéreos medidos pela 
estação da CETESB Cerqueira César, para o período gestacional. Dados 
expressos para os poluentes SO2, PM 10 e NO2 em média μg/m3 e para o gás 
CO, média ppm. 
 
 
4.4.6.3 Níveis dos poluentes aéreos no período de aleitamento 
 A geração parental foi acasalada no interior das respectivas câmaras e 



































Figura 29. Concentração semanal dos poluentes aéreos medidos pela 
estação da CETESB Cerqueira César para o período de aleitamento. Dados 
expressos para os poluentes SO2, PM 10 e NO2 em média μg/m3 e para o gás 
CO, média ppm. 
 
 
4.4.6.4 Níveis dos poluentes aéreos no período adulto 
A geração parental foi acasalada no interior das respectivas câmaras e os 





































































Figura 30. Concentração semanal dos poluentes aéreos medidos pela 
estação da CETESB Cerqueira César, no período adulto. Dados expressos 




4.4.6.5 Capacidade do filtro aferida pela diminuição do PM 2,5  
 As concentrações de PM 2,5 foram aferidas em ambas as câmaras e os 
resultados para cada período específico de exposição estão representados na 
tabela 18. Pode-se observar a porcentagem de diminuição desse poluente no 
interior da câmara filtrada em relação à concentração do mesmo na câmara 
poluída e, para comprovar a diferença entre as câmaras quanto aos níveis de 







Tabela 18. Porcentagem da redução de PM 2,5 no interior da câmara filtrada, 
quando comparado aos níveis de PM 2,5 na câmara poluída.  
      
  PM 2,5 
Câmara Filtrada Período analisado % redução p estatístico 
Geração Parental 67,4 <0,00000001* 
Período Gestacional 59,6 0,00019* 
Período de Aleitamento 57,5 0,00921* 
Período Adulto 59,8 <0,000000001* 
 
Análise estatística realizada por teste t de Student, p<0,05 em todos os 
períodos analisados, *estatisticamente significante, comparando-se com as 
concentrações de PM 2,5 na câmara poluída. 
 
4.5 Temperatura e Umidade 
 A temperatura e umidade no interior de ambas as câmaras foi aferida 
diariamente e a média de cada período encontra-se na tabela 19, assim como 
as informações a respeito das medições mínimas e máximas encontradas. Um 
teste t de Student foi aplicado comparando-se os resultados e o mesmo 













Tabela 19. Dados de temperatura e umidade no interior das câmaras filtrada e 
poluída para cada período de exposição aos poluentes. Dados mostrados 
como média + EP e valores extremos.  
        
  Geração Parental 
 Câmara Filtrada Câmara Poluída 
  Média + EP Mínimo Máximo Média + EP Mínimo Máximo
Umidade Máx (%) 70,71 + 2,9 51,00 88,00 75,00 + 3,6 57,00 88,00 
Umidade Mín (%) 40,16 + 2,8 22,00 84,00 35,12 + 3,1 20,00 87,00 
Temp interna máx (ºC) 27,82 + 0,8 17,00 34,40 27,37 + 0,9 16,40 33,90 
Temp interna mín (ºC) 16,11 + 0,8 9,80 22,40 14,84 + 0,8 8,30 25,10 
       
  Período Gestacional 
 Câmara Filtrada Câmara Poluída 
  Média + EP Mínimo Máximo Média + EP Mínimo Máximo
Umidade Máx (%) 72,75 + 2,5 66,00 77,00 71,33 + 3,8 65,00 78,00 
Umidade Mín (%) 50,67 + 4,5 40,00 74,00 45,33 + 6,0 31,00 78,00 
Temp interna máx (ºC) 26,70 + 1,2 20,90 31,10 27,14 + 1,3 20,50 31,80 
Temp interna mín (ºC) 19,27 + 0,7 14,80 22,30 17,92 + 0,7 13,90 21,40 
       
  Período de Aleitamento 
 Câmara Filtrada Câmara Poluída 
  Média + EP Mínimo Máximo Média + EP Mínimo Máximo
Umidade Máx (%) 78,17 + 4,5 59,00 89,00 73,00 + 4,0 69,00 77,00 
Umidade Mín (%) 44,80 + 3,1 31,00 63,00 39,30 + 2,9 27,00 57,00 
Temp interna máx (ºC) 29,06 + 0,9 22,90 32,40 29,50 + 0,8 23,60 32,00 
Temp interna mín (ºC) 18,82 + 0,9 14,40 22,40 17,94 + 0,7 13,30 21,10 
       
  Período Adulto 
 Câmara Filtrada Câmara Poluída 
  Média + EP Mínimo Máximo Média + EP Mínimo Máximo
Umidade Máx (%) 81,19 + 1,1 68,00 89,00 79,91 + 2,3 65,00 89,00 
Umidade Mín (%) 53,21 + 1,7 31,00 75,00 52,03 + 2,0 30,00 84,00 
Temp interna máx (ºC) 30,52 + 0,5 25,40 35,90 28,85 + 0,4 24,40 32,60 







































A poluição do ar não é a causa principal de morte ou morbidade no 
primeiro mundo [166]. No entanto, há evidências crescentes de que a poluição 
atmosférica esteja associada com aumento não trivial no risco de morte e 
doenças crônicas em crianças, complicações na gravidez e exacerbação de 
enfermidades [7, 166], resultando em piora da qualidade de vida em crianças 
e adultos.   
No presente trabalho, foi analisado os efeitos a longo prazo da 
exposição à poluição atmosférica urbana de São Paulo avaliando-se 
parâmetros comportamentais, bioquímicos e neuroquímicos durante a fase 
gestacional, de aleitamento e a fase adulta.  
 
5.1 Avaliação da massa corporal 
No que diz respeito à massa corporal ao nascimento, nossos dados 
estão condizentes com a literatura, onde é bem conhecida a capacidade dos 
poluentes atmosféricos em diminuir a massa corporal ao nascimento em filhos 
cujas mães foram expostas no período gestacional [167-172], assim como 
também se verifica essa mesma condição em modelos animais [173, 174]. 
Adicionalmente, esse dado já foi verificado em outros experimentos por um 
grupo colaborador ao nosso, nas mesmas câmaras de intoxicação [175], 
indicando a solidez desse dado, reafirmado por estudos epidemiológicos e 
experimentais. Apesar dos valores médios revelarem uma diferença de 
aproximadamente 12% entre os grupos, quando se comparam os valores 
extremos mínimos, essa diferença pode chegar a até 33% de menor ganho de 
massa corporal aos filhotes nascidos na câmara poluída, comparados aos 
filhotes submetidos à câmara filtrada. 
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Na China, Wang e colaboradores encontraram uma relação positiva 
entre exposições ao SO2 e material particulado no primeiro trimestre de 
gestação com diminuição da massa corporal ao nascimento [176]. 
Associações similares também foram encontradas, adicionando-se os 
poluentes CO e NO2, na República Tcheca [177], Coréia [178], Brasil [179, 
180], Estados Unidos [181] e Canadá [182]. Conclui-se, portanto, que a 
placenta não é capaz de oferecer proteção total ao feto contra os poluentes 
aéreos, todavia, isso não é uma novidade, haja vista a existência de relatos 
envolvendo certos materiais particulados ambientais no fluido amniótico, 
correlacionando-se com a quantidade desses materiais encontrados no 
plasma materno [183]. Outro estudo com as mesmas câmaras de intoxicação 
utilizadas nesse projeto mostrou que a exposição à poluição, em qualquer 
semana gestacional murina, influenciou na diminuição da massa placentária e 
a primeira semana gestacional com exposição aos poluentes foi crucial para a 
diminuição da massa da prole [175], sugerindo que a poluição atmosférica é 
capaz de afetar o desenvolvimento fetal. 
Nascer, tendo adquirido uma massa corporal comparativamente menor, 
em relação ao controle não exposto, é considerado como um fator potencial 
de dano neural na progênie, especialmente verificado em filhos de mães 
fumantes [103]. Porém, alguns estudos experimentais com nicotina simulando 
doses encontradas em plasma de mães que fumavam moderadamente 
revelaram que tais níveis, incapazes de provocar diminuição da massa 
corpórea ao nascimento, já eram capazes de afetar o desenvolvimento do 
sistema nervoso [184-186]. 
É esperado que alterações em um parâmetro tão importante como a 
massa corporal ao nascimento tenha repercussões na vida adulta. Nossos 
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resultados mostraram esse período pré-natal como uma fase crítica para 
alterações de diversos parâmetros meses após a exposição, seja na análise 
de enzimas antioxidantes ou na análise de neuroreceptores. A massa corporal 
também foi um parâmetro que não se restabeleceu até os 3 meses de idade, 
sendo o grupo exposto à poluição no período pré-natal, o único grupo que não 
se equiparou aos demais na idade adulta, permanecendo com uma diminuição 
significativa nesse parâmetro (tabela 5). O grupo que também apresentou 
diminuição de massa corporal na primeira medição foi o grupo exposto no 
período adulto aos poluentes, sendo essa diferença não mais observada na 
segunda semana pós-desmame. Provavelmente, essa diminuição pode ter 
sido reflexo da participação de outros grupos experimentais na composição 
desse grupo estatístico, incluindo aqueles que passaram a gestação na 
poluição, podendo ter afetado a média do grupo exposto no período adulto, 
uma vez que, na primeira medição de massa corporal pós-desmame, alguns 
animais desse grupo haviam trocado de câmara na mesma semana (grupo 
FFP), ainda não tendo refletido a adaptação àquele novo ambiente.  
A permanência de menor massa até a idade adulta por exposições pré-
natais à poluição é um dado raro de ser observado em humanos, pela 
dificuldade de acompanhamento das crianças e pelas variáveis confundidoras 
inseridas no meio social, como variáveis psicossociais, econômicas e 
biológicas [187-190]. 
Um achado interessante é o fato do grupo estatístico exposto na fase 
de aleitamento aos poluentes apresentarem maior massa corporal até o 
segundo mês de idade (tabela 5). Na literatura não há nada descrito em 
relação à massa corporal na exposição aos poluentes urbanos no período de 
aleitamento, no entanto, alguns estudos com dioxinas, mostraram a 
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capacidade desses compostos serem difundidos no leite materno, em estudo 
realizado na China [191], assim como também já foi relatada a presença de 
compostos organoclorados no leite da mãe pela convivência a ambientes que 
continham esse poluente, no caso, pela proximidade com uma indústria 
eletroquímica na Espanha [192]. Esse estudo também demonstrou que a 
exposição ao diclorodifenil dicloroetileno estava negativamente relacionada ao 
desenvolvimento mental e psicomotor em crianças de um ano [192], ou seja, 
altos níveis desse composto eram capazes de diminuir a atividade motora. Se 
aplicarmos essa toxicidade provocada pelos elementos organoclorados aos 
nossos dados, pode-se imaginar que se os poluentes nocivos podem ser 
passados pelo leite materno e, somando-se a esse fato a exposição ao 
período peri-natal, em que ocorre grande desenvolvimento do pulmão e maior 
entrada de poluentes no organismo, sendo esses poluentes capazes de 
provocar menor desenvolvimento motor a curto prazo, pode-se inferir que 
esses filhotes tendem a apresentar menor gasto energético comparados aos 
demais por uma simples diminuição da atividade motora, podendo ser uma 
das razões do aumento de massa corporal nesse grupo até o segundo mês, 
não perpetuando, porém, até a idade adulta.  
Essa hipótese parece ser mais plausível do que considerar que o leite 
materno dos animais expostos aos poluentes aéreos possa ter alguma 
alteração na quantidade de gorduras totais, o que também explicaria o quadro 
de aumento de massa corporal. Porém, estudos na Itália investigando 
relações entre quantidade de compostos aromáticos policíclicos no leite de 
mães saudáveis e não fumantes, expostas ao tráfego com quantidade de 
gorduras totais, não encontraram relações entre essas variáveis [193], mas é 
fato que esses poluentes são encontrados em grande quantidade no leite 
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materno, não se conhecendo ainda as modificações que possam ocasionar na 
prole [194, 195]. Estudos com filhos de mães que fumaram na gestação 
mostraram menor ganho de massa corporal no período de amamentação 
comparado aos filhos de mães não fumantes. Investigações em relação à 
produção de leite entre 1 e 3 meses do período de lactação mostraram que 
essa produção é significantemente menor em mães fumantes, e ao se voltar a 
atenção à criança, verificou-se até o 14º dia pós-natal menor massa corporal 
comparado às crianças de mães não fumantes [196]. O hábito de fumar 
materno já foi correlacionado com capacidade insuficiente de lactação, 
diminuição da produção de leite e menor duração do período de aleitamento 
[197, 198].  
Analisando todos esses fatores descritos anteriormente, pode-se 
sugerir que, possuindo um período de lactação menor comparado aos demais 
grupos, por uma possível diminuição do leite materno nas mães expostas à 
poluição nesse período, os filhotes já poderiam ter iniciado a alimentação pela 
ração, disponível no ambiente para a alimentação da mãe, quadro esse 
incomum em humanos lactentes, mas possível em roedores. Isso também 
poderia explicar em parte o aumento da massa corporal nos filhotes expostos 
à poluição no período de aleitamento, mas para confirmação desses dados 
seriam necessários experimentos adicionais, principalmente na fase de 
aleitamento dos filhotes. 
 
5.2 Análise comportamental  
É bem descrito na literatura a capacidade de partículas ultrafinas se 
translocarem dos pulmões para o interior das células e para o sangue [32], 
porém, evidências crescentes mostram que o estresse oxidativo causado 
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pelos poluentes pode ser encontrado em outros órgãos, como o coração [199] 
ou o cérebro [32].  
Os efeitos neuropatológicos da poluição atmosférica no sistema 
nervoso central foram primeiramente descritos em cães [155]. Por meio de 
estudos histológicos, evidenciaram-se no cérebro desses cães expostos aos 
poluentes aéreos, inflamações crônicas e um processo acelerado de 
degeneração semelhante à doença de Alzheimer, sugerindo que o sistema 
nervoso central também seria alvo dos poluentes. Estudos recentes revelam 
que o fumo, um hábito que envolve exposição crônica a uma mistura 
complexa de partículas e substâncias nocivas, está associado a um aumento 
dose-dependente no risco de desenvolvimento da doença de Alzheimer na 
vida adulta [200], reforçando a associação entre exposição a poluentes aéreos 
e efeitos neurológicos.  
Entre os poluentes, o sistema nervoso é principalmente afetado por 
metais pesados e dioxinas [7]. Alguns poluentes são capazes de causar dano 
ao sistema dopaminérgico, glutamatérgico e no complexo do receptor de N-
methyl-d-Aspartato (NMDA), que possui um importante papel na memória 
[201, 202].  Esses achados literários se correlacionam aos dados desse 
projeto, uma vez que também se mostraram alterações comportamentais e 
neuroquímicas, evidenciando a participação dos poluentes no 
desencadeamento de efeitos etológicos cuja origem encontra-se no sistema 
nervoso. 
Primeiramente, a poluição urbana de São Paulo foi capaz de ser um 
fator ansiogênico no período adulto de exposição, evidenciado pelo menor 
número de entradas nos braços abertos do labirinto em cruz elevado pelo 
grupo exposto à poluição no período pós-desmame (tabela 9). Nesse teste, a 
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maior procura pelos braços fechados seria uma demonstração de um 
comportamento ansioso, assim como a maior procura pelos braços abertos 
denotaria um comportamento menos ansioso [203]. Esses dados possuem 
grande valia, pois, apesar de alguns estudos epidemiológicos sugerirem maior 
sentimento de ansiedade por exposição à algum poluente aéreo, não há na 
literatura pesquisas concretas relacionando poluição do ar em sua composição 
total a esse comportamento. Grande parte das pesquisas nessa área dirige-se 
à exposição à fumaça do cigarro, como o estudo de Brook e colaboradores 
[204], no qual o grupo verificou os efeitos na saúde adulta de fumantes 
adolescentes, analisando sintomas psicológicos como: depressão, ansiedade 
e dificuldade de comunicação inter-pessoal. O autor sugere que o fumo na 
adolescência implica amplamente em alterações psicológicas na vida adulta. 
Outro resultado comportamental obtido foi a atividade locomotora pelo 
teste na caixa de atividade, revelando novamente a importância da exposição 
aos poluentes na fase pós-desmame na alteração comportamental. Esse teste 
revelou um aumento na locomoção, tanto vertical quanto horizontal (tabela 10 
e 11, respectivamente) após os 5 min iniciais nos animais expostos à poluição 
no período adulto, diferindo significantemente dos demais grupos. Novamente, 
a recência na exposição ao ar poluído parece alterar o comportamento 
ambulatório, assim como o comportamento ansioso. O aumento observado no 
término dos 10 min iniciais se manteve até o final do teste (20 min), porém 
durante os 5 primeiros minutos não houveram diferenças significantes entre os 
grupos, sugerindo uma resposta similar à novidade. No entanto, aplicando-se 
um teste t de Student entre os grupos PPP e FFF em relação à resposta à 
novidade (5 primeiros minutos), esses grupos apresentaram mudanças 
significantes entre si (figura 22), com aumento na ambulação no grupo PPP, 
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sugerindo que a exposição integral à poluição, sem uma fase específica do 
desenvolvimento, seja devido a uma somação de fatores ou períodos de 
exposição, foi suficiente para alterar também o comportamento de neofobia.  
Esses dados se correlacionam aos resultados obtidos por Shacka e 
colaboradores [205] em relação à nicotina, em um estudo conduzido com 
animais, observando associações entre exposição pré e pós-natal à nicotina e 
aumento da atividade locomotora em filhotes machos de ratos com 14 dias; 
tendo esses filhotes apresentado hiperatividade, associada posteriormente 
com o aumento dos receptores nicotínicos, por Tizabi e colaboradores [206]. 
Outro estudo interessante com exposição à nicotina demonstrou que a 
exposição pré-natal foi suficiente para a observação de hiperatividade 
locomotora nos filhotes com 20 dias de vida (idade observada no estudo) e o 
teste de labirinto em cruz elevado nessa prole também revelou maior número 
de entrada nos braços abertos, sugerindo um comportamento ansiolítico da 
nicotina, ou comportamento relacionado mais à hiperatividade do que à 
ansiedade [207]. Nos nossos resultados, a exposição à poluição atmosférica, 
que também pode ser considerada como um contínuo e não voluntário tipo de 
fumo [30], foi capaz também de aumentar o comportamento locomotor, porém, 
no teste de labirinto em cruz, os animais do grupo exposto aos poluentes no 
período adulto, demonstraram um comportamento ansiogênico, diferindo dos 
dados encontrados para a nicotina. No entanto, deve ser considerado que a 
composição de poluentes entre o cigarro e a poluição atmosférica é 
extremamente diferente e heterogênea.  
Em última análise, esse aumento na atividade locomotora poderia estar 
relacionado a um déficit de memória, uma vez que o esperado nesse teste é 
que o animal se acostume com o ambiente à medida que o tempo do teste 
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avança, mas no caso do grupo exposto à poluição no período recente ao 
teste, a atividade locomotora continuou aumentada, sugerindo uma não 
habituação ao ambiente explorado. 
Todavia, o teste aplicado nesse projeto para avaliação da memória de 
longo prazo não apresentou diferenças significantes entre os grupos no dia do 
teste, diferindo dos achados na literatura em relação à memória e exposição a 
poluentes aéreos, que sugerem diminuição da capacidade recordativa, como 
descrito por Remick & Miles [208] em pacientes expostos agudamente ao CO, 
ratificado por outros estudos com esse mesmo gás, que verificaram 
desenvolvimento de distúrbios psiquiátricos secundários na exposição aguda, 
como distúrbios pós-traumáticos atípicos e distúrbios amnésicos [209-211]. 
Esse achado também já foi relatado para a exposição à fumaça do cigarro em 
macacos rhesus, que tiveram diminuição da memória no teste de 
reconhecimento de pessoas, indicando prejuízo na memória hipocampo 
dependente [212], a mesma avaliada no teste de esquiva inibitória. 
É importante ressaltar que a avaliação da memória pelo teste de 
esquiva inibitória é apenas um dos muitos testes existentes para se avaliar 
esse parâmetro e um resultado negativo não nos faz pensar que os animais 
expostos à poluição não possuam déficits mnemônicos, mesmo porque a 
literatura sugere o oposto, mas pode-se concluir a necessidade de métodos 
mais refinados para demonstrar esse parâmetro na sua complexidade. O que 
se pode concluir do fato é que, provavelmente o teste de esquiva, em que se 
aplicam choques aos animais, criou uma situação forte o suficiente para a 
maioria deles se recordarem no dia seguinte (dia do teste) da situação 
vivenciada anteriormente (dia do treino). Assim, deve-se partir para testes 
mais refinados ou que envolvam aprendizagem e atenção, como o labirinto 
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aquático ou o labirinto em T, para posteriormente concluirmos os efeitos da 
poluição na memória dos animais expostos. 
Interessantemente, a latência do dia do treino (primeiro dia) foi 
analisada e revelou-se aumentada significantemente no grupo exposto à 
poluição no período pós-natal em relação aos demais grupos, podendo-se 
sugerir que, tendo o animal demorado mais para cruzar a porta-guilhotina, ele 
teria explorado menos o ambiente, podendo inferir um comportamento mais 
ansioso desse animal. Apesar de o animal apresentar uma hiperatividade 
locomotora (teste da caixa de atividade, tabela 12), essa hiperatividade não 
significou comportamento exploratório mais intenso, como demonstrado pelo 
teste de labirinto em cruz elevado e a latência no dia do treino da esquiva 
inibitória nos grupos expostos pós-natalmente aos poluentes.  
Finalizando os dados comportamentais, obteve-se a análise do sono 
nos diferentes grupos animais. Considerando as diferentes fases do 
desenvolvimento, não foi possível encontrar diferenças entre os grupos, 
porém, analisando-se os grupos FFF e PPP, algumas diferenças foram 
evidenciadas, como o maior tempo em vigília tanto no ciclo claro quanto no 
ciclo escuro, para os camundongos do grupo que cresceram integralmente na 
poluição, menor tempo em SOL para o ciclo claro e menor tempo em sono 
paradoxal no ciclo escuro (figuras 23, 24 e 25). Isso indica uma diminuição na 
quantidade de tempo de sono desses animais em detrimento ao aumento do 
período de vigília.  
Poucos estudos considerando a poluição atmosférica em sua 
integridade de composição foram realizados focando o ciclo vigília-sono, mas 
há estudos envolvendo o ozônio que relatam diminuição de sono paradoxal 
relacionado a mudanças na atividade do neurotransmissor serotonina no 
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núcleo dorsal da rafe [213, 214] e também pela acetilcolina na área pré-optica 
medial hipotalâmica [133].  
Esse é um dos efeitos mais marcantes do ozônio em relação à 
perturbação do ciclo vigília-sono, o decréscimo de sono paradoxal e aumento 
do SOL observado em ratos [136]. Alguns dos efeitos relacionados ao sono 
podem ser devido a mudanças na concentração de catecolaminas e 
serotonina como descrito anteriormente, mas especialmente na área pré-
optica medial, que é uma estrutura crucial na regulação do sono [215]. É 
conhecido que lesões nessa estrutura causam insônia em ratos [216]. Pode-se 
pensar que o maior período em vigília, como mostrado nos nossos resultados, 
possa ter se originado por uma suposta disfunção dessa estrutura. Há também 
a possibilidade de participação de áreas envolvidas na geração do sono 
paradoxal, que, inclui núcleos colinérgicos como o núcleo laterodorsal e 
pedunculopontino tegmental com aferências para a área pré-optica medial 
[217, 218]. A acetilcolina está também envolvida no ritmo circadiano do sono 
[219] uma vez que algumas evidências indicam que esse neurotransmissor 
liberado na área pré-optica medial apresenta um padrão circadiano [219, 220] 
que pode ser relacionado ao ciclo vigília-sono.  
Apesar de conhecida a capacidade do ozônio de modificar o ciclo 
vigília-sono, não se conhece como esse gás é capaz de afetar os níveis de 
acetilcolina [133]. É importante também ressaltar que a maioria dos 
experimentos encontrados na literatura foca os efeitos a curto-prazo dos 
poluentes, como por exemplo, os experimentos com ozônio, que relatam 
diferentes doses do poluente administradas por meio de câmaras de 
intoxicação aos animais, porém, a análise dos parâmetros de sono é 
averiguada em até 24h da exposição [221], diferindo do nosso modelo, em 
 112
que a poluição é de composição complexa e o ciclo sono-vigília foi avaliado 
por 48h e mesmo após meses da exposição aos poluentes. Isso talvez fosse 
um dos agravantes dificultando o encontro de diferenças em uma fase 
específica do desenvolvimento, que acarretariam mudanças a longo prazo no 
sistema nervoso, no entanto, o que se encontrou foram diferenças entre os 
grupos mais expostos, talvez por uma somação de fatores, contribuindo para a 
permanência das diferenças, uma vez que os animais permaneceram por 3 
dias retirados das câmaras de exposição para a obtenção dos dados (1 dia de 
adaptação e 2 dias obtendo o registro).   
 
5.3 Análise neuroquímica 
Haja vista as diferenças etológicas observadas nos diferentes grupos 
animais, escolhemos como uma técnica mais sensível para visualizar os 
efeitos da exposição à poluição no sistema nervoso central, a técnica de auto-
radiografia, focando os receptores dopaminérgicos D1, D2 e DAT, envolvidos 
em parâmetros comportamentais, como locomoção e memória. 
Interessantemente, as diferenças estatísticas em relação à densidade 
dos neuroreceptores D1 e D2 foram visualizadas unicamente na substância 
negra,  porém para D1, a diferença estava em uma diminuição no grupo 
exposto na gestação à poluição e para o receptor D2, a diferença foi no grupo 
exposto pós-natalmente, no período de aleitamento (tabelas 15 e 16, 
respectivamente). Por outro lado, as diferenças observadas para o DAT foram 
majoritariamente no período de aleitamento (tabela 17). 
Isso nos surpreendeu, uma vez que esperávamos uma diferença no 
grupo exposto na fase adulta aos poluentes, como verificado para os 
comportamentos de ansiedade e atividade motora, bem mais próxima à 
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dinâmica dos neuroreceptores, que comumente se modificam após a 
exposição a um agente externo (certas drogas, por exemplo), porém as 
diferenças nos receptores dopaminérgicos D1 e D2, nesse trabalho, 
perduraram desde a gestação e o período peri-natal até a idade adulta. 
Por um lado, as diferenças encontradas para os receptores D1 e D2 
não contemplaram o período adulto de exposição, período onde se verificou 
diferenças comportamentais, mas por outro lado, o DAT apresentou diferenças 
nesse período, exatamente no CPuDL (p=0,015) e no TO (p=0,053), tendo 
sido observado um aumento desse tranportador. Interessantemente, essas 
estruturas estão envolvidas no controle motor (caudado putâmen pela via 
nigroestriatal) e em efeitos comportamentais e cognitivos (TO pela via 
mesolímbica), correlacionando-se aos achados comportamentais nesse 
período.     
Durante a neurotransmissão dopaminérgica normal, o DAT é 
responsável pela regulação da concentração de DA extracelular e localiza-se 
na superfície do neurônio dopaminérgico, trabalhando no transporte de DA da 
área peri-sináptica citosólica até a terminação neuronal pré-sináptica [222], 
assim, em condições normais, se os níveis desse transportador encontram-se 
elevados, provavelmente os níveis de DA também estarão. 
 Apesar de divergentes, é difícil encontrar na literatura um papel 
definido para o receptor D1, particularmente em respeito à liberação de DA 
[223]. Porém, para o receptor D2, é amplamente aceito que a ativação desse 
receptor por administração de um agonista produz uma diminuição nos níveis 
extracelulares de DA no núcleo caudado de ratos anestesiados ou acordados 
[224-226]. Deve-se apenas tomar o cuidado na conclusão a respeito de altas 
doses de agonistas para o receptor D2, pois esse receptor responde ao que 
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se chama efeito antagonístico de um agonista, ou seja, em altas doses, 
agonistas do receptor D2 provocam maior liberação de DA [227, 228]. 
Assim, esses três elementos possuem um controle finamente regulado 
pelos neurônios dopaminérgicos e de difícil interpretação quando colocados 
isoladamente. Um exemplo dessa dificuldade deve-se a um fenômeno 
extraordinário descoberto na década de 80 envolvendo a função dos 
receptores de DA, o chamado sinergismo requisitado D1/D2, ou sinergismo 
obrigatório, onde muitas das ações da DA são resultado da estimulação 
concomitante desses dois receptores. Esse tipo de interação de receptores 
representa uma forma extrema de sinergismo, em que, não apenas a 
administração de duas drogas (agonistas D1 e D2, por exemplo) potencializam 
os efeitos observados, mas também o efeito é ineficiente na ausência de uma 
das drogas [229]. Sob condições normais, a DA liberada no neurônio pré-
sináptico estimula receptores D1 e D2 pós-sinápticos que interagem 
sinergisticamente para produzir uma única resposta. Uma ruptura nesse 
padrão de resposta é observado na esquizofrenia, onde os receptores 
produzem duas respostas independentes e potencializadas, como mostrado 






Figura 31. Diagrama esquemático mostrando uma das hipótese para a 
observação dos efeitos comportamentais na esquizofrenia, resultante da 
quebra de sinergismo D1/D2. Condição normal: a DA pré-sináptica (flechas 
inferiores) estimula os receptores pós-sinápticos D1 e D2 que interagem 
sinergisticamente produzindo uma única resposta (flecha acima). 
Esquizofrenia: a resposta do sistema dopaminérgico feito pela liberação de DA 
é aumentada devido à quebra do sinergismo D1/D2 e pela sensibilidade à DA 
endógena  [adaptado de 230]. 
 
Outro ponto relevante a ser observado em relação aos receptores D1 e 
D2 é a respeito da síntese e distribuição. Interessantemente, o receptor D1 é 
visualizado por técnicas que utilizam radioligantes ou imunohistoquímica em 
diversas regiões, principalmente nos núcleos da base, amígdala, área 
tegmental ventral e substância negra, porém, estudos utilizando a técnica de 
Northern blot e hibridização in situ para estudos de localização de RNA 
mensageiro (RNAm) mostraram que a distribuição do receptor D1 ocorre em 
paralelo onde se encontra o RNAm para esse receptor, exceto pela substância 
negra, onde não havia RNAm para o receptor D1, embora houvesse a 
presença do receptor, sugerindo que os receptores detectados nessa região 
podiam ser pré-sinápticos oriundos de outras estruturas, como o caudado 
putâmen ou codificados por um gene distinto [232-234]. Para o receptor D2, 
esse fato não é observado, sendo distribuído nas estruturas onde também é 
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encontrado o seu RNAm, incluindo-se a substância negra. Para ambos, a 
distribuição é similar em ratos e em mamíferos, incluindo humanos [235-238]. 
Para o DAT, foram observadas diferenças na região do caudado 
putâmen, Acb e TO (tabela 17) principalmente nos animais expostos à 
poluição no período de aleitamento, porém, para o caudado putâmen, foi 
também visualizado diferenças nos grupos expostos na gestação e no período 
adulto. O caudado putâmen, além de conter neurônios envolvidos com os 
processos atencionais [239] e orientação espacial [240], possui uma posição 
central na integração de processos comportamentais, principalmente 
relacionados ao contexto, sugerindo uma participação dessa estrutura na 
integração da informação originada de diferentes áreas associativas corticais e 
o plano motor [241]. Juntamente com outras estruturas que compõem os 
núcleos da base, como o núcleo accumbens e a substância negra, diversos 
autores sugerem a resposta integrada dessas estruturas no processo cognitivo 
[242-244]. 
A DA contribui essencialmente para o comportamento contextual [245] 
e os neurônios dopaminérgicos, considerados como “detectores de novidade”, 
são particularmente sensíveis à mudanças ambientais, modulando reações 
comportamentais adaptativas  e plasticidade sináptica [138]. 
Na literatura encontram-se estudos com ozônio, conhecido pelos efeitos 
à saúde relacionados ao trato respiratório, porém, há alguns estudos 
documentando efeitos extra-pulmonares como no sistema nervoso central 
[246]. Alguns estudos morfológicos focam no cerebelo da prole cujas mães 
foram expostas a esse gás durante o período gestacional. Há descrito a 
presença de áreas necróticas no cerebelo da prole ao nascimento, diminuição 
da camada celular até o 12º dia pós-natal e forma irregular da cromatina no 
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núcleo de células de Purkinje até o 60º dia pós-natal [247], assim como 
também foi verificado posteriormente uma diminuição no número de células de 
Purkinje no 90º dia pós-natal [248], mostrando efeitos a longo prazo de uma 
exposição a um poluente na fase gestacional.  
Outro ponto importante a lembrar ao se tratar de DA é o que há 
disponível a respeito da doença de Parkinson, que se caracteriza pela perda 
progressiva de neurônios dopaminérgicos da substância negra [249]. Há 
relatado distúrbios cognitivos, prejuízos nos processos de informação e 
déficits na aquisição da memória de curto prazo em pacientes com doença de 
Parkinson [250]. Da Cunha e colaboradores [251], mostraram déficits na 
memória de ratos após lesão da substância negra e esse modelo tem sido 
utilizado para estudar a memória operacional no labirinto aquático [252] e no 
labirinto em T [253]. 
Os neurônios dopaminérgicos da substância negra são particularmente 
vulneráveis ao processo neurodegenerativo que ocorre na doença de 
Parkinson [254] resultando na diminuição da produção de DA com 
conseqüente alteração da via nigroestriatal [255], uma das vias responsáveis 
pelas disfunções motoras características desta doença [256]. Além das 
alterações motoras, déficits cognitivos também são encontrados em paciente 
com doença de Parkinson [257, 258]. 
Estudos realizados com exposição ao Manganês (Mn) já demonstraram 
que a exposição excessiva a esse íon está associada à síndrome 
Parkinsoniana, com apresentação de sintomas como rigidez muscular e 
distonia, movimentos espamódicos e formas variáveis de tremor [259]. Esse 
íon é essencial em pequenas concentrações, mas pode ser tóxico em 
concentrações muito acima das recomendadas de ingestão. No entanto, ele 
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está presente no ar urbano, resultado de emissões veiculares e industriais 
[260]. O Mn alcança tecidos nervosos ultrapassando a barreira hemato-
encefálica após ser absorvido pela deposição de material particulado nos 
pulmões. Em roedores, o Mn também chega ao encéfalo pela deposição de 
partículas ultrafinas contendo esse íon e que são transportadas pelo nervo 
olfatório [261]. Há outra doença relacionada ao aumento de Mn no organismo 
e seu alcance ao sistema nervoso, que é o manganismo, porém esse difere 
substancialmente em diversos aspectos [260]. O intuito de se comentar 
desses efeitos do Mn é o interesse pelo metilciclopentadienil Mn tricarbonil 
(MMT), um derivado orgânico do Mn adicionado à gasolina como um agente 
anti-explosivo. Na combustão veicular, o Mn é primariamente emitido como 
uma mistura de fosfato de Mn e sulfato de Mn, podendo estar aderido à 
superfície do material particulado no ar urbano [262]. Filkelstein e Jerret 
observaram recentemente uma associação entre risco de desenvolvimento de 
doença de Parkinson e níveis ambientais de Mn na cidade de Hamilton, 
Canadá [260]. O modelo estatístico dos autores sugere que a exposição ao 
Mn ambiental adianta a idade para o diagnóstico dessa doença, sendo esses 
dados consistentes com a teoria de que exposições ao Mn aumentariam a 
perda de neurônios atribuída ao processo de envelhecimento [263]. Ou seja, o 
organismo desenvolve um processo de envelhecimento mais precoce e isso 
pode também estar ocorrendo no nosso modelo de exposição à poluição 
atmosférica, em que se detectou menor concentração de receptores D1 e D2 
na substância negra no grupo exposto na fase gestacional e pós-natal, 
respectivamente. Sugere-se assim, que a poluição atmosférica é capaz de 
causar dano aos receptores dopaminérgicos nessa estrutura e possivelmente, 
também adiantar o processo de aparecimento da doença de Parkinson. Não 
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se sabe se a diminuição desses receptores está relacionada à diminuição de 
neurônios dopaminérgicos especificamente, ou por uma diminuição total da 
estrutura. O fato interessante é que essa diminuição de neuroreceptores não 
se correlacionou com os comportamentos de atividade locomotora e de 
ansiedade, que apresentaram diferenças para os grupos expostos na fase 
adulta, tendo apenas se correlacionado diferenças observadas no DAT para 
esse mesmo período. Outros mecanismos podem estar envolvidos na 
observação desses comportamentos e deve-se considerar o envolvimento de 
outras estruturas cerebrais como o córtex e o cerebelo influenciando o 
comportamento motor e o condicionamento [264], além do cerebelo também 
influenciar na respiração [265] e na cognição [266].  
Outro ponto importante a ser considerado, além do fato dos poluentes 
terem a capacidade de atravessar a barreira placentária e alterar o 
desenvolvimento do sistema nervoso, é o fato de alterarem o desenvolvimento 
pós-natal desse sistema e esse efeito perpetuar na vida adulta, visualizado 
nos resultados para o receptor D2 de DA e do DAT. Considerando-se que o 
pulmão não está totalmente formado ao nascimento e sua plena 
funcionalidade não ocorre antes dos seis anos de idade nas crianças [166], 
com aumento da área alveolar de 24 milhões de alvéolos ao nascimento, para 
257 milhões até os 4 anos de idade [267], pode-se sugerir que a via de acesso 
direta ou indireta da poluição proporcionando dano ao sistema dopaminérgico, 
pode estar relacionada à fase de desenvolvimento pulmonar, pois a 
concentração do poluente encontrava-se em maior quantidade no organismo, 
ocasionando um desbalanço crítico ou dano tecidual grave, cujos mecanismos 
ainda são desconhecidos, mas incluem processos inflamatórios e estresse 
oxidativo [166]. Concomitantemente a esse fato, também está em formação as 
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estruturas neurais e, em humanos, a diferenciação da estrutura cerebral 
começa durante o período embrionário, e se estende até quatro semanas 
depois do nascimento, com posterior amadurecimento de diversas áreas 
ocorrendo até a adolescência e alguns aspectos como a mielinização de 
fibras, ainda ocorrendo no adulto [268]. O período peri-natal é um período 
crítico de desenvolvimento neuronal e observou-se pela técnica de auto-
radiografia que exposições a substâncias nocivas ambientais nessa fase estão 
relacionadas ao desencadeamento de alterações em estruturas cerebrais até 
a idade adulta. 
Em um camundongo saudável, os níveis de noradrenalina entre os dias 
pós-natais 14 e 21 encontram-se elevados, mostrando uma fase de grande 
atividade de neurônios noradrenérgicos, assim como essa fase também é 
importante nos sistemas serotonérgicos e dopaminérgicos, sendo relatado 
essa fase peri-natal como um período de alta disponibilidade de aminas 
cerebrais [269]. Nos nossos resultados, as diferenças na vida adulta estão 
associadas a exposições que englobaram esses dois períodos importantes de 
formação do sistema nervoso, a fase gestacional e a fase peri-natal. 
Gonzalez-Pina e colaboradores [246] demonstraram em um estudo 
envolvendo exposição gestacional a uma alta dose de ozônio (12 h por dia) a 
diminuição de monoaminas no cerebelo da prole, sendo esta diminuição 
observada para DA, noradrenalina e serotonina até diferentes datas pós-
natais. A diminuição de noradrenalina foi verificada até o 10º dia de vida 
(máximo número de dias do estudo) e para a DA, uma diminuição só foi 
verificada ao nascimento e no 5º dia de vida, restabelecendo os níveis no 10º 
dia pós-natal. Eles também observaram nesse período reduções em 
importantes metabólitos dopaminérgicos, sugerindo que a maquinaria 
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enzimática, a liberação e a recaptação dopaminérgica encontravam-se 
também alteradas. Apesar desse trabalho não mostrar alterações duradouras 
nos níveis de DA para exposições pré-natais, ele mostra alterações que se 
perpetuaram mesmo após cessar a exposição ao poluente e, talvez, 
focalizando não nos níveis dessas aminas apenas no cerebelo, mas na 
densidade de receptores ou outras estruturas, os autores talvez observassem 
mudanças mais duradouras, uma vez que a liberação desses 
neurotransmissores ocorre de forma dinâmica. 
Na literatura também há relatos de modificações comportamentais a 
exposições recentes ao ozônio em ratos, sugerindo alterações dinâmicas no 
sistema nervoso, como modificações na atividade locomotora após 4h de 
exposição a 0,25 ppm de ozônio, uma dose relativamente baixa [270], ou 
diminuição de sono paradoxal após 2h de administração de 0,35 ppm desse 
gás [221].  
Juntos, todos esses dados mostram que é possível encontrar efeitos 
comportamentais pela exposição aguda a certos poluentes, confirmando os 
nossos achados comportamentais, cujas diferenças se concentraram 
principalmente nos grupos expostos à poluição recentemente ao dia do teste, 
enquanto também é possível encontrar relações mais duradouras em relação 
à exposição à poluição, relacionando exposições pré e peri-natais e 
modificações do sistema dopaminérgico na vida adulta, podendo-se até 
correlacionar com a doença de Parkinson e envelhecimento precoce. 
Evidências crescentes sugerem que a poluição do ar é capaz de causar 
neuroinflamação e induzir estresse oxidativo, podendo desencadear doença 
de Alzheimer e de Parkinson [153-155]. Hidrocarbonetos policíclicos, material 
particulado, ozônio, e aldeídos podem também estar envolvidos no 
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desencadeamento de alterações no sistema nervoso [152], porém deve-se 
atentar ao fato da presença de inúmeras substâncias adsorvidas na superfície 
do material particulado das quais não há conhecimento público. Um exemplo 
são as emissões provenientes do diesel: cerca de 40 elementos policíclicos 
aromáticos provenientes da sua queima são conhecidos, porém, estima-se 
que mais de 300 outros elementos não o sejam [152, 271, 272].  
A principal via de acesso dos poluentes aos tecidos é por meio do 
estresse oxidativo [166, 273, 274]. A possibilidade das ERO afetarem outros 
órgãos e sistemas extra-pulmonares e o feto, implica na passagem de 
elementos pró-oxidantes pela barreira placentária e também pela barreira 
hemato-encefálica. Os mediadores do processo podem ser o H2O2 e aldeídos, 
entre outros produtos secundários e, apesar dos radicais livres serem 
moléculas muito reativas, acredita-se que consigam alcançar o sistema 
nervoso a partir da circulação sangüínea [275, 276]. Alguns estudos 
confirmaram o aumento da presença de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (um marcador de lipoperoxidação) produzidas por estresse 
oxidativo no cérebro após a exposição do organismo ao ozônio [276, 277]. 
Porém, há poucos trabalhos documentando esses efeitos da exposição 
gestacional e peri-natal aos poluentes aéreos na sua total composição no 







5.4 Análise bioquímica  
 
5.4.1 Parâmetros relacionados ao estresse oxidativo e homocisteína 
Como observado no presente trabalho, a poluição atmosférica de São 
Paulo foi capaz de alterar a longo prazo a atividade de enzimas antioxidantes, 
diminuindo significativamente a atividade da catalase, SOD e GPx (tabela 6). 
O período crítico para esse efeito na vida adulta foi a exposição à poluição na 
fase gestacional, independente da câmara onde o animal se desenvolveu 
posteriormente.  
Haja vista que o potencial oxidante dos poluentes atmosféricos é bem 
conhecido [280], e que esses poluentes são capazes de aumentar a 
concentração intracelular de ERO in vivo [199], pode-se inferir que os 
organismos expostos aos poluentes aéreos no período gestacional têm maior 
propensão ao estresse oxidativo, uma vez que as enzimas antioxidantes 
eritrocitárias encontram-se com a atividade diminuída nesse grupo. 
A geração intracelular de ERO produz um sinal de resposta que ativa 
fatores de transcrição levando à maior produção de enzimas envolvidas na 
remoção de ERO, incluindo SOD, GPx e catalase [281], parecendo ser um 
aspecto antagônico da exposição aos poluentes: se eles têm a propensão de 
aumentar os níveis de enzimas antioxidantes, por gerarem ERO, por qual 
razão a atividade dessas enzimas estaria diminuída nos animais expostos à 
poluição atmosférica? Interessantemente, muitas das enzimas envolvidas na 
defesa antioxidante do organismo são sensíveis a certos metais de transição 
[282] e podem ter sua atividade comprometida ao serem expostas a esses 
metais. Hatzis e colaboradores [283] comprovaram essa hipótese adotando 
um sistema de biosensores enzimáticos livres de células para determinar o 
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potencial oxidante do material particulado, utilizando-o de diversas fontes, 
desde o material particulado proveniente de vulcões até o proveniente da 
queima de lixo hospitalar. Obtendo uma correspondência dose-dependente, o 
autor demonstrou in vitro a capacidade que todos os materiais particulados 
possuem em diminuir a atividade antioxidante das enzimas MnSOD 
(mitocondrial), Cu/ZnSOD (citoplasmática), GPx e glutationa redutase. Esse foi 
o primeiro estudo demonstrando que as partículas aéreas interagem 
diretamente na atividade das enzimas antioxidantes e a capacidade inibitória 
correlaciona-se com a toxicidade do material utilizado, sugerindo que o 
potencial para gerar estresse oxidativo pode ser determinado, a princípio, com 
base no padrão de inibição da atividade enzimática pelos poluentes aéreos. 
Esses dados in vitro a respeito da diminuição da atividade de enzimas 
antioxidantes foram também confirmados no presente estudo, porém os dados 
são in vivo após meses da exposição. 
Uma consideração importante a se fazer em relação à maioria dos 
estudos epidemiológicos relatando os efeitos deletérios da poluição 
atmosférica em adultos e crianças é a falta de informações a respeito do local 
de gestação desses indivíduos. Assim, a partir dos dados obtidos nesse 
trabalho, pode-se sugerir que alguns dos efeitos encontrados no adulto, 
possam ser decorrentes da exposição no período gestacional. Essa hipótese 
necessita ser confirmada com maiores estudos, porém, ao considerarmos 
alguns indícios encontrados na literatura, pode-se ao menos considerar essa 
hipótese plausível, como por exemplo no trabalho de Behrens e colaboradores 
[284], em que foi analisado a prevalência de rinite alérgica em crianças de 13 
a 14 anos de idade de acordo com a exposição ao tráfico de caminhões 
próximo ao local onde moravam. Classificou-se, portanto, diferentes grupos 
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sendo o grupo controle as crianças que relataram a não exposição a esse tipo 
de tráfego, depois formaram grupos que raramente, freqüentemente e 
constantemente haviam sido expostas a ele e, curiosamente, encontraram um 
aumento de 20%, 35% e 69%, na prevalência de rinite alérgica, 
respectivamente. Caso a hipótese levantada anteriormente fosse considerada 
e essas crianças tivessem passado o período gestacional no mesmo local 
aonde continuavam morando, poder-se-ia inferir que, no período gestacional 
ocorreu a passagem de poluentes atmosféricos pela barreira placentária, 
afetando a criança no período embrionário de uma forma ainda não 
esclarecida e, de alguma forma, esse período gestacional é crítico para a 
diminuição da atividade do sistema de defesa eritrocitário antioxidante anos 
depois da exposição. Assim, ao serem expostas a um poluente aéreo capaz 
de gerar ERO e inflamação nos tecidos [30], essas crianças responderiam de 
acordo com a intensidade da exposição, sugerindo uma possível relação entre 
local da gestação e capacidade antioxidante do organismo.  
Uma condição similar é observada quando genes reguladores da 
defesa antioxidante estão alterados ou deficientes, aumentando a 
susceptibilidade de dano oxidativo ao organismo. Um estudo feito por Romieu 
e colaboradores [285] reportaram que crianças portadoras de uma mutação no 
gene envolvido na síntese da glutationa (GSTM1 null), levando a uma 
diminuição da produção desse tripeptídeo nos pulmões, mostraram menor 
função pulmonar após a exposição ao ozônio, quando comparadas a crianças 
sem a mutação nesse gene. 
Como bem descrito na literatura, o mecanismo celular mais comum pelo 
qual a maioria dos poluentes exerce seus efeitos nos organismos é agindo 
como pró-oxidantes de lipídeos, proteínas e DNA ou como geradores de 
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radicais livres, promovendo o estresse oxidativo e respostas inflamatórias 
[286, 287].  
Na tentativa de entender como a poluição conseguiria afetar a atividade 
de enzimas antioxidantes no período pré-natal e essa diferença perpetuou na 
vida adulta, levantaram-se duas hipóteses: via dano oxidativo ao material 
genômico, resultando em uma incapacidade da enzima em atuar de forma 
satisfatória na defesa do organismo aos radicais livres [288], mimetizando uma 
deficiência genética, ou via eventos epigenéticos, que estão muito ativos 
nessa fase do desenvolvimento. Atualmente, trabalhos envolvendo 
epigenética na programação materno-fetal estão se tornando cada vez mais 
numerosos e sugerem que possivelmente é por essa via que os poluentes 
possam estar agindo no organismo em desenvolvimento.  
Como já descrito na Introdução desta tese, logo após a fertilização, o 
genoma do embrião sofre uma onda massiva de desmetilação global. 
Portanto, o genoma no momento da implantação embrionária está 
majoritariamente hipometilado. Tão logo a implantação é efetivada e o 
embrião começa o desenvolvimento como um feto, há o restabelecimento do 
status de metilação do DNA em diferentes níveis, de acordo com o tecido e o 
tempo de desenvolvimento do mesmo [120, 121].  
Fatores ambientais como a dieta e pressão parcial de oxigênio podem 
modificar o status de metilação do DNA, como visto por Blaise e 
colaboradores [116], que estudaram o efeito de dietas deficientes em 
vitaminas associado à hipóxia e concluíram que esta intensificou a queda da 
razão SAM / SAH, conhecida como um índice da metilação global celular 
[117], por essas moléculas serem o substrato e o produto de reações 
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essenciais das metiltransferases nas células. Isso mostraria a relação da Hcy 
na metilação do DNA.  
Como mostrado nos Resultados (tabela 8), os níveis de Hcy e a Cys 
mostraram-se diminuídos no grupo exposto à poluição no período adulto, 
porém, ao se trocar novamente de câmaras entre os grupos FFP e PPF, 
gerando os grupos FFPF e PPFP, observou-se diminuição dos níveis de Hcy e 
Cys para os novos grupos na câmara poluída (figuras 20 e 21), sugerindo uma 
dinâmica de alteração desses níveis por mecanismos de recência à exposição 
aos poluentes atmosféricos. Sendo assim, é de se supor que no período 
gestacional, os camundongos fêmeas prenhes na câmara poluída deveriam 
possuir menores níveis de Hcy e Cys em relação ao da câmara filtrada, 
podendo se correlacionar a uma alteração na metilação do DNA, tanto da mãe 
quanto do filhote, sendo esse até mais suscetível a essas oscilações. 
 Qualquer exposição ambiental durante o desenvolvimento embrionário 
que afete a disponibilidade de substrato ou a atividade enzimática da DNA 
metiltransferase 1 (DNMT 1) influenciará o status de metilação do DNA, 
podendo induzir mudanças permanentes no gene de expressão, como 
mostrado no esquema da figura 32 [119], em que a metionina, cuja fonte no 
organismo é a dieta, é convertida à SAM, podendo sofrer ação da DNMT 1 
participando da metilação do DNA, ou converte-se à SAH, que por sua vez é 
substrato para formar Hcy. Na presença de vitamina B6, a Hcy é convertida 





Figura 32. Mecanismo de influência do meio ambiente na estabilização da 
metilação do DNA. Estímulos nutricionais ou ambientais que possam afetar a 
eficiência do metabolismo de um carbono ou a atividade da DNMT 1, podem 
afetar a metilação do DNA [adaptado de 119].  
 
Um estudo em humanos portadores de um polimorfismo comum 
(C677T) na no gene da 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase verificou a 
condição plasmática de Hcy nesses indivíduos e, interessantemente, 
encontrou concentrações plasmáticas de Hcy em indivíduos T/T elevada e 
essas concentrações se correlacionavam inversamente à metilação global de 
DNA [118]. Hcy plasmática também já foi relacionada a alterações 
epigenéticas em alguns estudos em homens com grave hiper-
homocisteinemia [289], tendo esse grupo encontrado o DNA leucocitário 
significantemente hipometilado em homens com hiper-homocisteinemia, 
comparado aos controles. Isso sugere uma relação entre Hcy e metilação do 
DNA e, considerando as relações encontradas na literatura, pode-se inferir 
uma relação inversa entre Hcy e metilação. Portanto, no presente estudo, em 
que a exposição recente aos poluentes aéreos provocou hipo-
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homocisteinemia, supõe-se que o DNA possa estar hipermetilado. Como bem 
conhecido, a hipermetilação é capaz de silenciar genes, diminuindo a 
expressão dos mesmos [119]. Assim, pode-se sugerir que os genes 
codificantes para as enzimas antioxidantes eritrocitárias pudessem ter sofrido 
hipermetilação na fase inicial do desenvolvimento, uma vez que a SOD [290], 
a catalase [291] e a GPx [292] possuem ilhas CpG possíveis de serem 
metiladas, quadro comumente encontrado na tumorigênese.  
Resta apenas mais uma pergunta a ser esclarecida: poderia essa 
metilação perdurar por tanto tempo, mesmo após cessar a exposição aos 
poluentes? No início de 2008, um grupo de pesquisadores do Canadá, 
estudando exposição à poluição do ar em câmaras de intoxicação próximas a 
grandes rodovias, demonstrou que a exposição dos camundongos ao material 
particulado presente no ar poluído foi capaz de causar mutações, dano no 
DNA e hipermetilação em células da linhagem germinativa [293]. O mais 
surpreendente é que eles separaram os grupos expostos em três tipos: o 
grupo exposto à poluição por 3 semanas (G3), por 10 semanas (G10) ou por 
10 semanas seguidas de mais 6 semanas no biotério (G16). Os dados 
encontrados foram: aumento de quebra de fita de DNA nos grupos G3 e G10 e 
aumento de metilação global nos grupos G10 e G16. Mostrando que a 
metilação do DNA foi capaz de perdurar mesmo após 6 semanas do 
cessamento da exposição, sugerindo alterações epigenéticas no DNA a longo 
prazo. 
Mudanças epigenéticas podem ser transmitidas por meio das células 
germinativas [294, 295] podendo ser um mecanismo potencial da passagem 
de efeitos ambientais por mecanismos hereditários. Na linhagem germinativa, 
a metilação é estritamente regulada e as DNMT estão muito ativas [296, 297]. 
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As DNMT estão hiperexpressas durante situações de dano ao DNA e se ligam 
com alta afinidade às regiões danificadas [298]. Hipotetiza-se até que a DNMT 
1, envolvida na manutenção do DNA metilado [299], fosse uma antiga enzima 
reparadora de DNA [300]. Teoricamente, o aumento do dano ao DNA 
resultante da exposição à poluição atmosférica superexpressaria as DNMT 
podendo ocasionar uma hipermetilação global no DNA. Correspondentemente, 
no estudo de Yauk e colaboradores [293] citado anteriormente, eles 
encontraram o esperma de camundongos expostos cronicamente à poluição 
hipermetilado, quando comparado aos camundongos controles, que viveram 
em câmaras contendo filtros de partículas. O DNA hipermetilado pode estar 
relacionado a mudanças estruturais na cromatina, diminuindo a expressão 
gênica [301-303] e essa hipermetilação no DNA dos gametas pode estar 
associada potencialmente com problemas na progênie, porém, é 
desconhecido como alterações nas células germinativas parentais possam 
induzir alterações epigenéticas no zigoto [293]. Nos resultados desse projeto, 
a geração parental foi exposta aos poluentes, mas o embrião também sofreu 
essa exposição, podendo os poluentes ter agido direta ou indiretamente no 
desenvolvimento fetal. 
Considerando os dados do presente estudo e os achados da literatura, 
é um ponto a se considerar o local de crescimento da geração parental. Nesse 
caso, essa geração também viveu o período pós-desmame dentro da 
respectiva câmara aonde posteriormente seria acasalada (ver Métodos), para 
melhor adaptação ao novo ambiente, mas isso pode ter potencializado os 
efeitos na prole. Um trabalho recente de um grupo colaborador ao nosso, 
mostrou que a exposição à poluição no período pré-gestacional foi capaz de 
alterar a morfologia da placenta, mesmo que nesse período os camundongos 
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não estivessem expostos aos poluentes aéreos [156]. Porém não se conhece 
como a exposição pré-gestacional pode interferir no desenvolvimento fetal.    
Por fim, a análise da defesa não enzimática pelo tripeptídeo GSHt não 
apresentou diferenças significantes entre os grupos (tabela 7). Isso poderia 
até ser esperado, uma vez que, na literatura há descritas modificações em 
curto prazo desse tripeptídeo. Foucaud e colaboradores [304] utilizaram uma 
linhagem de células de macrófagos usada para estudar as rápidas respostas 
das células à exposição ao ozônio e os resultados mostraram que a exposição 
dessas células ao ozônio por 30 min provocou grandes modificações nas 
concentrações de GSHt até 4h após essa exposição. Todavia, essas 
diferenças não foram observadas após 8 e 24h do tempo de exposição ao 
ozônio, sendo os níveis de GSHt similares entre os grupos, sugerindo rápidas 
alterações desse tripeptídeo induzidas por exposição a poluentes, porém 
essas alterações não se mantêm a longo prazo. Similarmente observou-se a 
não alteração a longo prazo da GSHt nos nossos resultados, no entanto, 
alterações desse tripeptídeo em períodos menores de observação poderiam 
ter ocorrido, porém, essas diferenças não devem ter perpetuado após horas 
ou dias da exposição. 
 
5.5 Considerações Finais  
Nesse trabalho, o modelo adotado foi capaz de simular as condições de 
exposição à poluição atmosférica de São Paulo, em sua totalidade e 
complexidade de componentes e, apesar da maioria das pessoas não 
permanecerem 24h próximas de grandes avenidas, essas pessoas moram em 
São Paulo, cidade cujos poluentes são encontrados e influenciam outras 
cidades mesmo a quilômetros de distância da capital. 
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Nossos resultados revelaram a capacidade dos poluentes urbanos 
aéreos em modificar parâmetros na vida adulta, mesmo em casos de 
exposição apenas gestacional aos poluentes. Verificamos alterações 
comportamentais, bioquímicas, neuroquímicas e ponderais nos animais 
expostos, comparados aos demais grupos. Nossa análise estatística, sugerida 
pelo Prof. Paulo Saldiva nos proporcionou uma nova visão dos dados obtidos, 
permitindo a avaliação em cada fase do desenvolvimento pré e pós-natal. Os 
modelos animais são muito úteis na compreensão dos efeitos da exposição a 
diversos poluentes, sendo mais fácil de se controlar muitas das variáveis 
confundidoras encontradas em estudos com humanos, porém todos os 
modelos possuem suas vantagens e limitações. O importante a ressaltar é que 
em nenhum momento a concentração de poluentes ultrapassou os padrões de 
qualidade do ar em vigor pela resolução CONAMA nº 03 de 28/06/90 (anexo 
3). 
Ao considerarmos todos os achados literários e os dados obtidos no 
atual estudo a respeito dos efeitos nocivos que os poluentes oriundos de 
emissões veiculares podem ocasionar no organismo de crianças e adultos, é 
de se pensar seriamente em alternativas para a diminuição desse tipo de 
emissão, aumentando a saúde e qualidade de vida das pessoas. Uma revisão 
recente a respeito de fontes de energia e transportes [18] também procurou 
mostrar o quadro crítico em que esse setor se encontra e propõe alternativas 
para a diminuição do uso de energia e combustíveis fósseis nos veículos, 
sugerindo o maior uso do transporte ativo, ou seja, caminhar oferece um 
potencial meio de aumentar a saúde e diminuir os gastos com transporte 
veicular. Outra alternativa é o uso de bicicletas, que podem se locomover em 
distâncias maiores e mais rapidamente do que o caminhar. No entanto, andar 
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e pedalar são ações complementares, podendo a pessoa optar por uma delas 
ou por ambas. 
Por fim, é de extrema importância o aprofundamento nos mecanismos 
envolvidos nas alterações apresentadas nesse estudo, para melhorar o 
entendimento de como a poluição afeta os órgãos e sistemas e o que é 
possível fazer para evitar maiores danos ou diminuir seus efeitos no 
organismo. O desafio para esse tema, assim como para as outras pesquisas é 
que quanto mais se aprofundam os estudos, mais se percebe que há muito 
por ser revelado, fazendo-nos perceber o que Platão e outros pensadores já 
















































































6.1 – A exposição aos poluentes atmosféricos urbanos de São Paulo mostrou-
se capaz de gerar mudanças duradouras em nosso modelo experimental.  
 
6.2 – Utilizando nosso modelo estatístico, puderam-se obter resultados de 
acordo com a exposição para cada fase do desenvolvimento murino, como 
período gestacional, de aleitamento e período adulto.  
 
6.3 – A evolução ponderal mostrou que a exposição aos poluentes no período 
gestacional foi importante na manutenção de menor massa corporal até a vida 
adulta. Todavia, a exposição no período de aleitamento proporcionou maior 
massa corporal até o segundo mês de idade sugerindo a participação dos 
poluentes nessa fase do desenvolvimento pós-natal. 
 
6.4 – A fase gestacional mostrou-se crítica para a diminuição da atividade de 
enzimas antioxidantes (SOD, catalase e GPx) no adulto, sem, no entanto, 
afetar os níveis de GSHt a longo prazo.  
 
6.5 – Em relação aos achados sobre Hcy e Cys, a exposição recente à 
poluição foi capaz de diminuir os níveis desses aminoácidos, sugerindo uma 
participação de mecanimsos epigenéticos no nosso modelo.  
 
6.6 – A exposição à poluição também foi capaz de alterar o comportamento 
ansioso e a atividade locomotora em animais expostos no período adulto à 
poluição, porém não se observaram mudanças no teste de memória adotado. 
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6.7 – A exposição à poluição foi crítica para a diminuição de neuroreceptores 
D1 e D2 de dopamina na substância negra, assim como também foi capaz de 








































































































7.3 Padrões Nacionais de Qualidade do Ar 
 
Tabela 20. Padrões nacionais de qualidade do ar. Resolução CONAMA nº 03 
de 28/06/90. 
 

















































ozônio 1 hora1 160 160 
 
1 - Não deve ser excedido mais que uma vez ao ano. 2 - Média geométrica 
anual. 3 - Média aritmética anual. 
Padrões primários de qualidade do ar: concentrações de poluentes que, 
ultrapassadas, poderão afetar a saúde da população. Podem ser entendidos 
como níveis máximos toleráveis de concentração de poluentes atmosféricos, 
constituindo-se em metas de curto e médio prazo. Padrões secundários de 
qualidade do ar: concentrações de poluentes atmosféricos abaixo das quais se 
prevê o mínimo efeito adverso sobre o bem estar da população. Podem ser 
entendidos como níveis desejados de concentração de poluentes, 
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Background: The effects of air pollution on human health have been 
extensively investigated. Epidemiological studies have shown that even 
acceptable pollution rates could have deleterious effects on human health. 
Purpose: The focus of the present study was to investigate the effects in adult 
mice of exposure to urban air pollution in different phases of development, 
considering biometrics, behavioral, biochemical and neurochemical 
parameters. Methods: Male Swiss mice were placed into two Special 
Chambers of Medicine Faculty of University of São Paulo and maintained 
inside them 24 h per day, since the gestational period. One of the chambers 
received ambient air (polluted chamber), whereas the other one (control), in 
the same location, received filtered air (filtered chamber). Thus, experimental 
groups were formed with exposure of pollutants on the gestational, lactation 
and adult periods. Nevertheless, all parameters were analyzed when the 
animals reached 3 months of age. In other words, we observed long-term 
effects of air pollution exposure in different phases of development.  At birth, 
we measured the body mass and in the adulthood we observed other 
parameters, as anxiety, motor activity, memory, erythrocyte antioxidant activity 
and total glutathione, homocysteine and cysteine levels and dopamine 
receptors and transporter density. When the analysis involved two independent 
groups, a Student´s t test was performed and when the adult groups were 
analyzed, the generalized linear model was applied. Results: The birth body 
mass was diminished on the gestational pollution exposure group and 
remained low until adulthood. The exposure on the same phase of 
development also provoked decreases in erythrocyte enzymatic activity and 
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dopamine receptor D1 density in the substantia nigra and increased dopamine 
transporter density in the caudate putamen. The lactation period exposure was 
important to reveal dopamine D2 receptor alterations on substantia nigra and 
dopamine transporter differences on the caudate putamen, nucleus 
accumbens and olfactory tubercle. In addition, this period influenced the body 
mass until the second month of age. The adult period exposure of air pollutants 
influenced behavioral parameters as anxiety and motor activity and 
biochemical parameters, as homocysteine and cysteine levels and dopamine 
transporter density on caudate putamen and olfactory tubercle. Finally, the 
pollution exposure since the gestational period until adulthood was capable to 
alter the sleep-wake cycle in these animals. Conclusion: The air pollution 
exposure in São Paulo city, in various phases of development, was capable to 
produce long-term alterations in behavioral and biochemical parameters. 
Considering all the results obtained, we concluded that air pollution can cause 
damage in neonatal and adult organism and more research about this theme is 
extremely important to understand how the air pollution affects the human body 
and the possibility to prevent some harmful effects.      
 
 
 
 
 
 
 
 
